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Resumen 
 
El aumento en la producción de biodiesel ha generado un exceso de glicerol y otros 
residuos disponibles para el desarrollo de la industria biotecnológica; estos constituyen 
materias primas útiles para la producción de polihidroxialcanoatos (PHAs). En este 
trabajo se evaluó el crecimiento de seis cepas acumuladoras de PHAs sobre glicerol 
USP y tres residuos provenientes de diferentes plantas de producción de biodiesel, lo 
cuál permitió concluir que Burkholderia cenocepacia 2G-57 es la que mejor utilizó dichas 
fuentes de carbono para su desarrollo. Se determinaron la concentración inicial de 
sustrato y el efecto de la limitación de nitrógeno sobre el crecimiento y la producción del 
polímero con esta cepa, para posteriormente realizar fermentaciones en lote y lote 
alimentado. La fermentación con alimentación continua utilizando el sustrato proveniente 
de BioD, rico en ácidos grasos, presentó los mejores resultados, alcanzando 4.51g/L de 
PHA con porcentaje de acumulación de 56.49% de biomasa a las 15 horas de 
fermentación, tiempo para el cual se alcanzó el máximo contenido de polímero.  
 
 
Palabras clave: Biodiesel, glicerol, ácidos grasos, Burkholderia cenocepacia 
 
 
Abstract 
The increase in biodiesel production has generated an excess of glycerol and other 
residues available for development of the biotechnological industry, substrates useful for 
the production of polyhydroxyalkanoates (PHAs). Throughout this study, the growth of six 
PHAs accumulating strains on USP glycerol and three different residues originating from 
biodiesel production plants were evaluated, and Burkholderia cenocepacia 2G-57 was 
selected as that which best used these sources of carbon for its development. The initial 
substrate concentration and the effect of nitrogen limitation on the growth and production 
of the polymer with this strain has been determinating, to subsequently perform batch and 
fed-batch fermentations. The fermentation with continuous feed using wastes from BioD, 
the substrate rich in fatty acids showed the best results in this study, reaching 4.51 g/L of 
PHA with a biomass percentage accumulation of 56.49% at 15 hours of fermentation, 
hour in which the maxim accumulation of polymer was achieved. 
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 Introducción 
 
El uso de polímeros convencionales derivados del petróleo origina enormes problemas 
de contaminación ambiental, debido a que no son materiales biodegradables, perduran 
en los rellenos sanitarios como contaminantes durante largos períodos de tiempo, 
bloqueando la circulación de gases y líquidos e impidiendo la estabilización de la materia 
orgánica. Dado que cualquier sustancia de origen biológico puede ser degradada por 
microorganismos presentes en el ambiente, el reemplazo de dichos materiales por 
polímeros biodegradables podría resolver los problemas de contaminación mencionados. 
Entre  estos biopolímeros, la familia de Polihidroxialcanoatos (PHAs) son los únicos 
completamente sintetizados de forma biológica, presentan altas tasas de 
biodegradabilidad, son biocompatibles y tienen propiedades físico-mecánicas 
comparables a las de los plásticos convencionales producidos a partir de petroquímicos 
(Chen, 2010), presentándose como los candidatos ideales para reemplazar los polímeros 
sintéticos (Barbosa, 2005). 
Por otra parte, la preocupación por el agotamiento de las reservas de combustibles 
fósiles, ha llevado al incremento en la producción de biocombustibles a nivel mundial, en 
este contexto, la producción de biodiesel en Colombia  para el año 2011 fue de 447.047 
Ton, aumentando 23.78% con respecto al año anterior y se espera que siga en constante 
aumento (Federación Nacional de Biocombustibles, 2012). Se estima que del total de 
biodiesel producido se genera aproximadamente 10% (v/v) de glicerol (Suriyamongkol et 
al.,  2007, Choi et al., 2000), convirtiéndose en una materia prima abundante; una de sus 
posibles aplicaciones es su uso como fuente de carbono y energía para el crecimiento 
microbiano en la industria biotecnológica (Silva et  al., 2009) y en este estudio para la 
producción de PHAs. 
La Universidad Nacional ha realizado investigaciones conjuntas entre el Departamento 
de Ingeniería Química y Ambiental y el Instituto de Biotecnología (IBUN), encaminadas a 
estudiar la producción de PHAs, entre las que cabe mencionar las siguientes: en el año 
1997 se estudió de la producción del biopolímero utilizando tres especies de 
Pseudomonas, posteriormente en 2001 se evaluaron experimentalmente diferentes 
métodos de recuperación de PHAs sintetizados por Pseudomonas (Malagón & Cortazar, 
2001). En 2002, Barbosa implementó una estrategia de fermentación por lote alimentado 
con Ralstonia eutropha H16, con el fin de aumentar la productividad del polímero 
(Barbosa, 2002).  
Con el objetivo de mejorar los rendimientos en la producción PHAs y ante la necesidad 
de la obtención de cepas con mayor potencial de acumulación, se realizó un estudio de 
bioprospección en diferentes regiones del país en el proyecto “Aislamiento y 
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Caracterización de Microorganismos con Alta Capacidad de Almacenamiento de 
Poliésteres Tipo Polihidroxialcanoatos (PHAs)”, el cual fue financiado por COLCIENCIAS 
y en el cual se aislaron microorganismos de suelos colombianos, evaluando su potencial 
como sintetizadores de biopolímero, estableciendo el cepario de microorganismos 
productores de PHAs.  
Para evaluar los aislamientos del cepario, en el año 2004, Moreno y Serrato escogieron 
aislamientos promisorios realizando el proyecto de biosíntesis de polímeros de tipo poli-
β-hidroxialcanoatos (PHAs). En el año 2005, Figueroa y Rodríguez evaluaron un sistema 
de fermentación por lote alimentado, buscando alternativas para la posible 
implementación a nivel industrial, utilizando cepas promisorias identificadas en trabajos 
anteriores. En el mismo año, con el fin de facilitar la identificación de microorganismos 
productores de PHAs se realizó el proyecto "Diseño de iniciadores y validación de una 
metodología molecular para la selección de bacterias de diferentes géneros 
acumuladoras de polihidroxialcanoatos (PHAs)", en donde se identifica la presencia del 
gen de PHA sintasa (phaC) (Revelo, 2005).  
Hasta este punto, dentro del grupo de investigación, se había estudiado la producción de 
PHAs utilizando azúcares como fuente de carbono. Actualmente, los esfuerzos se dirigen 
a la búsqueda de sustratos de menor costo, debido a que la materia prima representa 
más del 50% de los costos totales de producción y dicha sustitución permitiría realizar un 
proceso biotecnológico económicamente eficiente a gran escala (Koller et al., 2010).  
En el presente trabajo se evalúa el uso de glicerol y de los residuos de la producción de 
biodiesel como fuente de carbono para la producción de PHAs, utilizando 
microorganismos identificados como promisorios en estudios anteriores, teniendo en 
cuenta que con esto no solo se mejora la economía de la producción del  biocombustible 
y se disminuyen los costos de producción del polímero, sino que también es 
ecológicamente favorable (Koller et al., 2010). 
En la primera fase del trabajo, mediante estudios que evaluaron el crecimiento de seis 
aislamientos, utilizando glicerol USP y diferentes residuos de la producción de biodiesel 
como fuente de carbono, se seleccionó la cepa Burkholderia cenocepacia 2G-57 como el 
microorganismo que mejor consumía estos sustratos. Posteriormente, se utilizaron 
diferentes concentraciones iniciales de sustrato y diferentes relaciones 
Carbono/Nitrógeno (C/N), para evaluar su efecto sobre el crecimiento y acumulación del 
polímero con el fin de establecer parámetros para realizar fermentaciones de 5 L. 
Con los resultados obtenidos en la primera fase, se realizaron fermentaciones con dos 
diferentes residuos de la producción de biodiesel, uno con alto contenido y otro con bajo 
contenido de glicerol, mediante dos estrategias de fermentación, por lote y lote 
alimentado, con el fin de aumentar las concentraciones de biomasa y por ende, la 
cantidad de polímero obtenido. 
 
 1. Objetivos  
1.1 Objetivo General 
 
Producir  un biopolímero tipo PHA mediante una estrategia de fermentación en lote 
alimentado con una cepa seleccionada por su capacidad de degradación de residuos de 
la producción de biodiesel. 
 
1.2 Objetivos Específicos 
 
1. Seleccionar la cepa productora de polihidrixialcanoatos (PHAs) por su capacidad 
de utilizar residuos de la producción de biodiesel como fuente de carbono. 
 
2. Establecer la cinética de fermentación a nivel laboratorio para la producción de 
polihidrixialcanoatos (PHAs) con al menos una cepa seleccionada por su 
capacidad de utilizar residuos de la producción de biodiesel como fuente de 
carbono. 
 
3. Determinar  el efecto de la relación C/N sobre la producción y tipo de 
polihidrixialcanoatos (PHAs) de al menos una cepa seleccionada por su 
capacidad de utilizar residuos de la producción de biodiesel como fuente de 
carbono a nivel matraz. 
 
4. Establecer una estrategia de fermentación por lote alimentado para la producción 
de PHAs con la cepa que presente mayor producción de PHA a partir de residuos 
de la producción de biodiesel.  
 
5. Caracterizar el polímero obtenido.  
4 Producción de un polímero tipo PHA empleando residuos de la industria 
de biodiesel  
 
 
2. Marco teórico 
 
Las actividades humanas han convertido los plásticos en materiales indispensables en la 
vida cotidiana debido a su durabilidad, facilidad de moldeado y resistencia a la 
biodegradación, esta última característica y el hecho de que la mayoría de estos plásticos 
son producidos a partir de petróleo, ha generado la acumulación de grandes cantidades 
de desechos no degradables en nuestro planeta (Plastics Europe, 2010), fomentando 
que las condiciones de vida en la biósfera hayan sufrido un cambio dramático.  Por lo 
anterior, sumado a que el reciclaje ofrece limitadas posibilidades y a que la incineración 
produce compuestos tóxicos, muchos países han promovido programas dirigidos hacia la 
investigación y desarrollo de nuevos materiales que puedan ser fácilmente eliminados de 
la biósfera (Cavalheiro et al., 2009; Luengo et al., 2003) enfocándose hacia el uso y 
desarrollo de materiales biopoliméricos (polímeros biodegradables) como una alternativa 
a los plásticos convencionales, los cuales deben retener las características físicas y 
químicas de los plásticos sintéticos convencionales, ofreciendo una solución parcial ante 
el grave problema existente con los desechos plásticos (Ojumu et al., 2004).  
Los biopolímeros son naturalmente sintetizados y catabolizados  por varios organismos, 
la mayoría son biodegradables  y tienen ventajas sobre los plásticos convencionales, 
entre las que están, biocompatibilidad e independencia de combustibles fósiles (Koller et 
al., 2010). Dentro de los diversos tipos de plásticos biodegradables, los PHAs se 
encuentran entre los más estudiados,  son reconocidos por ser completamente 
sintetizados por vía biológica, siendo acumulados como material de reserva en células 
microbianas en condiciones de estrés (Suriyamongkol et al., 2007), adicionalmente, en su 
degradación no producen desechos tóxicos y son completamente reciclables 
(Chanprateep, 2010). 
 
2.1 POLIHIDROXIALCANOATOS 
Los PHAs son poliésteres (Chanprateep, 2010), que han sido investigados durante 
muchos años por diferentes grupos interdisciplinares,  aunque otros polímeros 
biodegradables como los sintetizados químicamente (e.g. ácido poliglicólico y ácido 
poliláctico) y plásticos basados en almidón (e.g. polietileno -almidón), también han sido 
investigados (Chen, 2010), estos últimos carecen de variabilidad en su estructura y 
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propiedades del material. Un número apreciable de PHAs con más de 150 monómeros 
ha sido identificado con masas moleculares en el rango de 50.000 a 1’000.000 Da., por 
eso los PHAs y sus tecnologías asociadas forman una cadena de valor industrial desde 
procesos de fermentación, materiales, alimentos y energía hasta los campos de la 
medicina debido a que estos son biodegradables e inmunológicamente inertes 
(Keshavarz & Roy, 2010).  
 
2.1.1  Propiedades y estructura 
Los PHAs son polímeros de ácidos R-hidroxialcanóicos (Figura 1), son  termoplásticos  
elastoméricos (Sudesh et al., 2000), que son sintetizados por un gran número de 
bacterias Gram positivas y Gram negativas como material de almacenamiento de energía 
y carbono intracelular. En muchos casos son acumulados bajo condiciones de estrés 
como limitación de nitrógeno, fósforo u oxígeno con exceso de fuente de carbono. 
Existen como inclusiones que son típicamente de 0,2 a 0,5 µm de diámetro localizadas 
en el citoplasma y pueden visualizarse con un microscopio de contraste de fases debido 
a su alta refractividad o pueden ser teñidas con negro de sudan (Khanna & Srivastava, 
2005). 
Estructuralmente estos polímeros son clasificados de acuerdo al número de átomos de 
carbono en un rango de 3 a 14 y el tipo de unidades monoméricas, produciendo 
homopolímeros o heteropolímeros (Keshavarz & Roy, 2010). PHAs con 3-5 átomos de 
carbono se considera un PHA de cadena corta (PHASCL) y con 6 a 14 átomos de carbono 
son llamados PHAs de cadena media (PHAMCL) (Keshavarz & Roy, 2010; Suriyamongkol 
et al., 2007; Ojumu et al., 2004).  
 
Figura 1 Estructura general y tipos de polihidroxialcanoatos 
 
Adaptado de (Chen, 2010) 
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El poli(3-hidroxibutirato) (3HB) y muchos PHAs de cadena corta son rígidos y se rompen 
en el alargamiento. Co poliésteres de 3HB con ácidos 3- hidroxivalérico (3HV), 3-hidroxi-
4-pentenóico, 4- hidroxibutirico, 4-hidroxivalérico y ácidos 3-hidroxialcanoicos de cadena 
media (3HAMCL) han sido estudiados, encontrando que la resistencia al corte de estos 
polímeros es muy baja comparada con PHAs de cadena media, un amplio rango de 
PHAsMCL son sintetizados por diferentes especies de Pseudomonas.  Estos PHAsMCL son 
los únicos polímeros que actualmente son producidos a nivel comercial, exhiben  
propiedades de elastómeros  termoplásticos y que visualmente se asemejan al caucho 
natural producido por   H. brasiliensis (Steinbüchel, 2003). Los PHAsMCL son materiales 
flexibles con extensión de corte que puede exceder el 1000%, sin embargo los PHAsMCL 
son elastómeros verdaderos solo dentro de un rango estrecho de temperatura, debido a 
la baja temperatura del punto de fusión (Tm), que suele ser entre 40 y 60 ° C y a la baja 
tasa de cristalización (Steinbüchel, 2003). 
 
2.1.2 Biosíntesis 
Los PHAs pueden ser sintetizados tanto por vía química como biológica. La biosíntesis 
de PHA permite alcanzar un mayor peso molecular que el alcanzado con métodos 
químicos, sin embargo, la biosíntesis no permite mucho control sobre las estructuras 
monoméricas en el polímero de PHA; aunque la especificidad de la polimerasa (o PHA 
sintasa) influye en el tipo de monómeros que serán incorporados  en el polímero (Chen, 
2010). Otros factores que afectan la clase de monómeros contenidos en el PHA son: tipo 
de microorganismos (por ejemplo, Gram-negativos o Gram-positivas), componentes de 
los medios de fermentación, condiciones y tipos de fermentación (lote, lote alimentado, 
continuo) y la recuperación (Keshavarz & Roy, 2010). 
Mientras que un amplio rango de PHAs se produce con diferentes características, la baja 
productividad y altos costos en comparación con los plásticos tradicionales  siguen 
siendo un obstáculo para la producción industrial de PHAs. Sin embargo, una 
productividad alta se ha logrado en la producción de poli 3-hidroxiburirato (P(3HB)), 
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)(P(3HB-co-HV)) y poli (3 hidroxihexanoato- co- 
hidroxioctanoato) (P(3HHx-co-3HO)) (Rehm & Steinbüchel, 1999; Chen, 2010). 
Por varios años la biosíntesis de PHAs, las vías y la enzimas, así como los genes que 
codifican las enzimas clave, han sido identificados y caracterizados (Steinbüchel, 2003). 
En la naturaleza han evolucionado vías diferentes para la formación de PHAs, cada una 
adaptada al nicho ecológico de los microorganismos productores de este polímero 
(Reddy et al., 2003). Para la designación de los genes que están involucrados en la 
biosíntesis, las  proteínas estructurales auxiliares de unión a gránulos de PHA y las 
enzimas degradadoras del polímero, existen diversas aceptadas y usadas en la literatura. 
Principalmente es usada la nomenclatura en la que los genes que codifican para 
proteínas responsables de la biosíntesis de PHA son nombradas en orden alfabético  
como phaA (β-cetotiolasa), phaB (acetoacetil-CoA reductasa), phaC (PHA sintasa), phaG 
(proteína transportadora de 3-hidroxiacil-acil Coenzima A transferesa), phaJ (enoil-CoA 
hidratasa) etc (Rehm & Steinbüchel, 1999). 
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Acetil-CoA es el componente clave para el suministro de 3- hidroxialcanoil-CoA de 
diferentes longitudes como sustrato de las enzimas PHA sintasas de diferentes 
especificidades. Son muchos los genes que codifican varias enzimas que son directa o 
indirectamente involucradas en la síntesis de PHA, hasta ahora, la biosíntesis de PHA se 
pueden resumir en ocho vías (Chen, 2010) que se plasman en su totalidad en el anexo A. 
La primera vía involucra las tres enzimas clave β- cetotiolasa, acetoacetil- CoA reductasa 
dependiente de NADPH y la PHA sintasa. Ralstonia eutropha es representativa de esta 
vía. Una vía asociada con la degradación de PHA es catalizada por la PHA 
depolimerasa, dimer hidrolasa, 3-hidroxibutirato deshidrogenasa y acetoacetil- CoA 
sintasa que ayuda a regular la síntesis y degradación de PHA. La asociación de las dos 
vías es encontrada en Aeromonas hydrophila, Pseudomonas stutzeri, R. eutropha, y 
Pseudomonas oleovorans (Sudesh, et al., 2000). 
La segunda vía de síntesis de PHA (Vía II) es relacionada con los ácidos grasos tomados 
por el microorganismo. Después de la β- oxidación de los ácidos grasos, el acil CoA 
entra en el proceso de la síntesis PHA. Las enzimas 3- cetoacil- CoA reductasa, 
epimerasa, (R)-enoil- CoA hidratasa/ enoil- CoA hidratasa I, acil- CoA oxidasa (putativa) y 
enoil- CoA hidratasa I (putativa) están implicadas en la síntesis del 3-hidroxiacil- CoA, 
precursor de la síntesis de PHA. Pseudomonas putida, Pesudomonas aeruginosa, y A. 
hydrophila son capaces de usar la via II para sintetizar PHA MCL o copolímeros de (R)-3-
hidroxibutirato (R3HB) y (R)-3-hidroxihexanoato (PHBHHx) (Chen, 2010). 
La vía III envuelve 3-hidroxiacil-ACP-CoA transferasa (phaG) y malonil-CoA-ACP 
transacilassa (FabD), el cual ayuda a suplir el 3-hidroxiacil- ACP para formar el 
monómero de PHA 3-hidroxiacil- CoA, permitiendo la formación de PHA bajo acción de 
PHA sintasa (Sudesh et al., 2000; Chen, 2010).  La vía IV usa la acetoacetil-CoA 
reductasa dependiente de NADH para oxidar (S)-(+)-3-hidroxibutiril-CoA. Una alta 
proporción de NADPH a NADP+ podría mejorar el poder  reductor de la nitrogenasa en 
Rhizobium (Cicer) sp. cepa CC 1192. Esto también favorecería la reducción de 
acetoacetil-CoA para la síntesis de poli [(R)-3-hidroxibutirato] (PHB). La vía V usa 
succínico semialdehído deshidrogenasa (SucD), 4- hidroxibutirato-CoA: CoA transferasa 
(OrfZ) para sintetizar 4- hidroxibutiril-CoA para formar 4- hidroxibutirato contenido en el 
PHA. Esta vía ha sido reportada en Clostridium kluyveri. La via VI emplea una lactonasa 
putativa y la hidroxiacil-CoA sintasa para convertir la 4,5- alcanolactona en 4,5- 
hidroxiacil-CoA para la síntesis de PHA. La vía VII es encontrada en A. hydrophila 4AK4 
y se basa en la acción de la alcohol deshidrogenasa putativa. En la vía VII, 1,4- 
butanediol es oxidado a 4-hidroxibutirato, posteriormente a 4-hidroxibutiril-CoA para la 
síntesis de PHA. La vía VIII convierte el 6- hidroxihexanoato en PHA que contiene 6- 
hidroxihexanoato por la acción de ocho enzimas (Chen, 2010). 
 
2.1.3 Microorganismos productores de PHAs 
Las bacterias usadas en la producción de PHAs pueden ser dividas en dos grupos 
basados en las condiciones de cultivo requeridas para la síntesis de polímero (Lee, 
1995). El primer grupo de bacterias requiere la limitación de un nutriente esencial como 
nitrógeno, fósforo, magnesio, potasio, oxígeno o azufre; dentro de este grupo se 
encuentran R. eutropha, Protomonas extorquens y Pseudomonas sp. (Hang et al., 2002). 
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El segundo grupo no requiere limitación de nutrientes ya que acumula el polímero 
durante la fase de crecimiento; dentro de este grupo cabe mencionar A. vinelandii, 
Alcaligenes latus y E. coli recombinante (Chanprateep, 2010). 
La elección de microorganismos para la producción industrial de PHA varía dependiendo 
de los factores que incluyen la habilidad de las células para utilizar fuentes de carbono 
baratas, el costo del medio, la velocidad específica de crecimiento la tasa de síntesis, la 
calidad y cantidad de PHAs y el costo de los procesos de  recuperación. Aunque más de 
300 diferentes microorganismos sintetizan PHAs, solo unos pocos, como Cupriavidus 
necator (también conocido como Ralstonia eutropha o Alcaligenes eutrophus), 
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas oleovorans, Paracoccus 
denitrificans, Protomonas extorquens, y  E. coli recombinante son capaces de sintetizar 
PHA suficiente para un proceso de producción a gran escala (Chanprateep, 2010).  
 
2.1.4 Producción de PHAs 
Uno de los objetivos de la investigación en fermentaciones es alcanzar una producción 
económicamente eficiente, por lo tanto se deben diseñar estrategias de cultivo, que 
permitan la obtención del producto de interés en altas concentraciones, con alta 
productividad y alto rendimiento (Lee et al., 1999). Para esto se utilizan principalmente 
tres tipos de fermentación, que son cultivo en lote, lote alimentado y continuo. 
 
2.1.4.1 Cultivo en lote 
Este tipo de cultivo se realiza utilizando un volumen fijo de medio, en donde los nutrientes 
y el inóculo son adicionados al comienzo de la fermentación. En este tipo de proceso las 
únicas líneas de entrada y salida son las de aireación. Este sistema permite la evaluación 
y descripción de las fases de crecimiento microbiano, el cual está dividido en varias 
etapas, cuyo comportamiento y duración están determinados por el metabolismo del 
microorganismo de estudio y las condiciones suministradas para su crecimiento (Shuler & 
Kargi, 1992). 
El crecimiento bacteriano comienza con una etapa de adaptación llamada fase de 
latencia, en donde el microorganismo se acopla a las condiciones del cultivo y prepara la 
maquinaria metabólica para su crecimiento, la duración de esta etapa se puede 
manipular mediante modificaciones principalmente en la composición y el tiempo de 
crecimiento del inóculo. La siguiente fase es la de crecimiento exponencial, en donde la 
bacteria se replica a una velocidad determinada, hasta llegar al agotamiento de 
nutrientes, punto en el cual esta velocidad disminuye entrando en la fase estacionaria, en 
donde la población celular se mantiene estable. Posteriormente se presenta lisis celular 
en el cultivo entrando en la fase de muerte, liberando algunos nutrientes en el medio 
provenientes de la lisis que sirven como sustrato, para una leve y corta etapa de 
crecimiento, llamada fase de crecimiento críptico (Madigan et al., 2005). 
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La principal desventaja de esta estrategia es que debido al agotamiento de nutrientes, las 
concentraciones celulares alcanzadas, generalmente no son altas, aunque su 
importancia radica en la utilidad de los datos obtenidos para el diseño de estrategias de 
alimentación. 
 
2.1.4.2 Cultivo continuo 
Mientras que en el cultivo por lote la etapa de crecimiento, consumo de sustrato y 
producción, se limita a un intervalo de tiempo determinado, en el cultivo continuo, se 
busca mantener las células en etapa de producción, adicionando constantemente 
nutrientes al medio de cultivo y retirando células y productos, ambos procesos a la misma 
velocidad, de manera que el volumen dentro del fermentador permanezca constante 
(Shuler & Kargi, 1992). Los inconvenientes presentados con este tipo de fermentación se 
basan principalmente en la alta variación genética que puede presentarse, la dificultad de 
operación, pérdida de sustrato  y altos riesgos de contaminación (Acosta, 2007).  Este 
método ha sido utilizado para la producción de PHAs, encontrando que el contenido del 
polímero disminuye cuando existe una alta tasa de crecimiento específico (Chen, 2010), 
por tanto, aún faltan estudios para proponer su uso a escala comercial, debido a que un 
alto contenido de PHA es necesario para reducir los costos de separación (Sun et al., 
2007).  
 
2.1.4.3 Cultivo en lote alimentado 
En el cultivo por lote alimentado, los nutrientes son continua o semi-continuamente 
alimentados, mientras que el efluente es removido discontinuamente. Este sistema es 
utilizado principalmente para disminuir efectos de inhibición por sustrato o represión 
catabólica mediante la adición intermitente de nutrientes, llegando a mejorar la 
productividad de la fermentación (Shuler & Kargi, 1992). 
En muchos casos, estos cultivos por lote alimentado son llevados a cabo como una 
fermentación de dos fases. En la primera fase, las células son cultivadas hasta un 
máximo de densidad celular que puede hacerse en un medio mínimo. Y en la segunda 
fase solo se adiciona la fuente de carbono para la acumulación de PHA y empieza la 
limitación de nutrientes. Dado que la acumulación es un proceso lineal, el flujo de 
carbono se puede hacer a un ritmo lineal para cubrir las necesidades energéticas de las 
células y la acumulación de PHA. Existen muchas variaciones del diseño básico y 
especialmente para cultivos de alta densidad celular en donde la primera fase es también 
separada en dos pasos, llamados fase de lote, sin acumulación significante de PHA y lote 
alimentado. En otro caso con P. putida KT2440, un proceso llamado lote alimentado de 
un paso, puede ser empleado suministrando constantemente nutrientes en alta 
concentración para limitar el incremento de volumen (Sun, 2009).  
El control del oxígeno disuelto en esta estrategia de fermentación, es un parámetro clave 
en la acumulación (%PHA) y producción volumétrica de PHA. Cavalheiro et al., (2012), 
realizaron fermentaciones manteniendo el oxígeno disuelto en  2% y 20% de saturación 
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durante toda la fermentación, utilizando glicerol industrial como sustrato, logrando 
aumentar la acumulación de polímero de 17,9% a 36,1%, demostrando que con una 
concentración alta de oxígeno disuelto en el medio, se favorece tanto el crecimiento 
celular como la acumulación el polímero (Cavalheiro et al., 2012). 
La fermentación por lote alimentado, es una buena alternativa para lograr una alta 
densidad de biomasa conteniendo la mayor cantidad posible de PHA, logrando reducción 
de los costos en los procesos de separación de PHA a escala industrial (Sun et al., 
2007).  
 
2.1.4.4 Cultivos de alta densidad celular 
En la producción de metabolitos microbianos, la obtención de cultivos con alta densidad 
celular,  es el factor más importante para lograr un proceso eficiente. Procesos de 
fermentación tipo lote alimentado (Fed-batch) son los más utilizados para obtener altas 
concentraciones celulares, sosteniendo el crecimiento microbiano a una tasa específica 
de crecimiento por medio de la adición de nutrientes. El método utilizado para la 
alimentación de  estos nutrientes, es el factor crítico en la producción de cultivos con alto 
contenido celular, debido a que no solo afecta la concentración, sino también la 
productividad celular (Lee, 1996). En la Tabla 1 se presentan las estrategias de 
alimentación utilizadas en cultivos de lote alimentado. 
 
Tabla 1 Métodos de alimentación en cultivos tipo lote alimentado 
Tipo de control Método Descripción 
Sin control 
retroalimentación 
(Feedback) 
Alimentación a velocidad 
constante 
Alimentación de nutriente a velocidad 
constante. 
La tasa específica de crecimiento decrece 
continuamente. 
Alimentación  aumentando 
velocidad 
La alimentación aumenta a una velocidad 
específica ( gradual, paso a paso o lineal) 
La disminución en la tasa de crecimiento es 
menor. 
Alimentación exponencial 
La velocidad de alimentación aumenta 
exponencialmente. 
La velocidad específica de crecimiento es 
constante. 
Control feedback 
DO-stat 
Alimentación de nutriente cuando el oxígeno 
disuelto (OD) empieza a aumentar, debido a el 
agotamiento de la fuente de carbono. 
pH-stat 
Alimentación de nutriente cuando el pH 
empieza a aumentar, debido a el agotamiento 
del sustrato 
Velocidad de producción 
de Dióxido de carbono 
Este es medido en línea usando 
espectrometría de masas. El CER da una 
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medida aproximada del consumo de la fuente 
de carbono. 
Es el método más utilizado en el control de la 
velocidad de crecimiento. 
Concentración celular 
La velocidad de alimentación se determina de 
acuerdo a la concentración celular. 
Control directo 
Control de la 
concentración de sustrato 
La alimentación es directamente controlada por 
la concentración de la fuente de carbono 
principal, mediante mediciones “on-line”. 
Adaptado de (Lee, 1996) 
 
2.2 GLICEROL Y SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA DEL BIODIESEL 
Actualmente el petróleo y sus derivados representan casi el 35% del suministro total de 
energía primaria en el mundo y aproximadamente el 60% se emplea en el sector del 
transporte. El incremento de los precios del aceite y las reservas limitadas de 
combustibles fósiles ha permitido el desarrollo de energía renovable, así como 
biocombustibles líquidos. Uno de los más importantes biocombustibles es el biodiesel, 
producido por la transesterificación de aceites o grasas con un alcohol de cadena corta 
(Figura 2), así el glicerol es también obtenido como subproducto en una relación de peso 
1/10 (glicerol/biodiesel) (Silva et al., 2009).  
La composición del glicerol crudo varía principalmente con el tipo de catalizador utilizado 
para la producción de biodiesel, la eficiencia de la transesterificación (Posada et al., 
2010), eficiencia de recuperación del biodiesel y la cantidad de impurezas presentes 
como el alcohol utilizado (generalmente metanol) (Yang et al., 2012). Generalmente el 
glicerol crudo tiene una formulación entre 75 y 90% de glicerol, menos del 1% de metanol 
con un remanente de agua y pequeñas cantidades de sal, así como ácidos grasos libres, 
monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos (Ashby et al., 2011).  
 
Figura 2 Reacción de Transesterificación de un triglicérido 
 
Adaptado de (Sharma & Singh, 2009) 
 
Este glicerol presenta diferentes aplicaciones en la industria cosmética, pinturas de 
automóviles, alimentos, tabaco, farmacéuticos, pulpa y papel, cuero y textiles. Una de las 
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aplicaciones prometedoras para el uso de glicerol es la bioconversión a compuestos de 
alto valor mediante fermentación microbiana, debido a que ofrece la oportunidad de 
obtener productos químicos como hidroxipropionaldehido, 2,3 –butanediol, 1,3 – 
propanediol, ácido succínico, etanol, xilitol, ácido propiónico, hidrógeno, y 
polihidroxialcanoatos (PHAs), entre otros, con mayores rendimientos que los obtenidos 
usando azúcares y con menor costo (Silva et al., 2009).  
 
2.3 PRODUCCIÓN DE PHAs A PARTIR DE RESIDUOS DE LA PRODUCCIÓN DE 
BIODIESEL 
La producción de biodiesel ha aumentado en muchos lugares en el mundo, provocando 
una caída en el precio del glicerol como sub- producto. Este glicerol funciona como 
sustrato para la producción de PHAs, ácido láctico y un amplio rango de intermediarios y 
productos químicos, lo cual, no solo mejora la economía de la producción de biodiesel, 
sino que también es ecológicamente necesario. Existen numerosas cepas que pueden 
usar glicerol industrial, sin necesidad de purificación o desmetanolización, como sustrato 
para la producción de biopoliésteres tipo PHA y ácido poliláctico (Chen, 2010).  
Figura 3 Rutas metabólicas básicas para la producción de PHA a partir de diferentes sustratos 
 
 
*Las flechas descontinúas indican intermediarios metabólicas                             
Adaptado de (Koller et al., 2010) 
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Las rutas centrales del metabolismo, para la producción de PHA a partir de diferentes 
residuos usados comúnmente a nivel mundial (Koller et al., 2010) se describen en la 
figura 3, en donde se puede observar la relación entre el metabolismo del glicerol y de los 
ácidos grasos, principales componentes de los residuos generados en la producción de 
biodiesel, y el metabolismo central del PHA. Esta unión se realiza por vía del  
gliceraldehído 3-fosfato o ácido láctico para el glicerol y para los ácidos grasos 
directamente por el Acetil CoA, intermediario clave para la síntesis del polímero. 
En un biorreactor a escala laboratorio, el microorganismo altamente osmofílico H. 
mediterranei fue capaz de crecer sobre glicerol industrial en una velocidad de  
crecimiento de 0.06 L/h y producir PHA (76% de biomasa) a un tasa de 0.08 g/g*h. El 
rendimiento para PHA de glicerol se calculó como 0.23 g/g, resultando en una 
concentración final de 16.2 g/L de PHA. Con glicerol industrial como fuente de carbono, 
el poliéster producido por H. mediterranei muestra en promedio una peso molecular (Mw) 
de solo  250.000, mientras que de azúcares se produjo PHA de Mw de 700.000. Otras 
investigaciones utilizando glicerol industrial como sustrato para la producción a escala 
banco usando cepas de bacterias como Methylobacterium rhodesianum MB 126 y su 
mutante deficiente de cápsula MB 126-J, R. eutropha DSM 11348, Pseudomonas 
oleovorans NRRL B-14682 (Ashby et al., 2004; Ashby, 2005) y Pseudomonas corrugata 
388 (Ashby, 2005) han sido reportadas.  
Con el uso de M. rhodesianum MB 126 y R. eutropha DSM 11348, se produjo PHB con 
productividades de 0,22 y 0,39 g/L*h respectivamente.  P. oleovorans NRRL B-14682 
convirtió glicerol en homopoliester de PHB. P. corrugata 388 acumula PHAMCL de glicerol 
que consiste en ácido (R)-3-hidroxioctanóico, ácido (R)-3-hidroxidecanóico, ácido  (R)-3- 
hidroxidodecanoico y trazas de los (R)-3-hidroxiácidos C6 y C14. Ashby et al., (2005), 
reporta que la masa molecular  de PHA producida por P. oleovorans disminuye cuando el 
glicerol es usado como fuente de carbono. Cuando el glicerol está presente en altas 
concentraciones en el medio, causa terminación de la cadena de propagación por unión 
covalente al carboxilo terminal del poliéster, es decir reduce el peso molecular del 
polímero obtenido.  
De acuerdo con lo descrito anteriormente el uso de residuos de la producción de 
biodiesel como sustrato en la producción de biopolímeros tipo PHAs, mediante 
estrategias de fermentación por lote o lote alimentado constituye una alternativa para 
mejorar los resultados obtenidos hasta el momento, ofreciendo la ventaja de la reducción 
de costos asociados con la materia prima. 
 
 
 
 3. Metodología 
 
La investigación se desarrolló en cinco etapas, en la primera etapa se evaluaron seis 
aislados seleccionados por su capacidad productora de PHA, identificando su capacidad 
para usar como fuente de carbono glicerol USP y residuos de la producción de biodiesel, 
provenientes de tres diferentes plantas productoras en Colombia, escogiendo así la cepa 
que degradó mejor el sustrato de interés. Una vez seleccionada la cepa de trabajo, se 
evaluó su crecimiento a escala banco en medios con diferentes concentraciones iniciales 
de sustrato y luego en medios con tres niveles de C/N, con el fin de aumentar la 
producción del polímero. Una vez definidos estos parámetros se realizaron ensayos por 
lote y lote alimentado con los sustratos de interés en biorreactor de 7L. Al final de los 
ensayos el polímero es extraído y caracterizado mediante cromatografía de gases y 
calorimetría diferencial de barrido. 
 
3.1 MICROORGANISMOS, CONDICIONES Y MEDIOS DE 
CULTIVO 
Los microorganismos de trabajo fueron procedentes del cepario del Instituto de 
Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN) obtenidos durante el 
proyecto “Aislamiento y caracterización de microorganismos con alta capacidad de 
almacenamiento de poliésteres tipo polihidroxialcanoatos (PHAs)”, realizado por (Moreno, 
2004). Del grupo de cepas identificadas como promisorias, se eligieron seis cepas 
seleccionadas de acuerdo a la presencia del gen phaC (Revelo, 2005) y la productividad 
reportada en estudios anteriores del grupo de investigación en Bioprocesos y 
Bioprospección (Moreno, 2004).  
En la tabla 2 se presentan los microorganismos de trabajo, su identificación se realizó 
mediante detección y amplificación del gen ribosomal 16S (López & Rivera, 2011).  
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Tabla 2 Cepas seleccionadas 
CEPA NOMBRE phaC 
PRODUCCIÓN PHA EN SACAROSA 
(g/L) 
C14 Familia Enterobacteriaceae + 3.7828 
C16 Stenotrophomonas maltophilia + 3.2128 
S1407 Pantoea agglomerans + 2.8606 
B69 Ochrobactrum sp . + 5.2798 
S1804 Stenotrophomonas maltophilia + 2.7806 
2G-57 Burkholderia cenocepacia + 5.55 
 (Moreno & Serrato, 2004; Moreno, 2004; Revelo, 2005; López & Rivera, 2011) 
 
De cada cepa se prepara un banco de 50 crioviales según el protocolo de preparación 
del stock de trabajo (Anexo B). El stock es conservado a -70ºC con el fin de garantizar 
que durante el desarrollo del estudio se trabaje utilizando cultivos genéticamente 
homogéneos y con la misma concentración celular. 
 
3.1.1 Medios de cultivo y preparación de inóculo 
Para el inóculo  y el medio de fermentación se utilizó el medio previamente estandarizado 
en el IBUN para la producción de PHAs (Tabla 3 y 4), reduciendo la concentración de la 
fuente de carbono a 5 g/L, y 1.08 g/L de la fuente de nitrógeno, que en todos los ensayos 
fue sulfato de amonio. 
En la preparación del inóculo, se utiliza glicerol USP o industrial como fuente de carbono 
según el ensayo, con el fin de reducir la fase de latencia. El tren de inóculo se prepara 
10%v/v, sembrando 250 µL del contenido de un criovial en 25 mL del medio descrito 
(Tabla 3), la incubación se realiza a 30ºC a 200 rpm por 24 horas al final de las cuales se 
siembra en 250 mL de medio para los ensayos a nivel banco. Para las fermentaciones en 
biorreactor, se parten de 500 µL hasta llegar a 500 mL de volumen de inóculo. 
 
Tabla 3 Composición del medio para inóculo y fermentación 
COMPUESTO CONCENTRACIÓN (g/L) 
(NH4)2SO4 1.08 
Na2HPO4 1.6 
KH2PO4 2.0 
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MgSO4 0.5 
Solución de microelementos 1 mL 
Fuente de C 5 
(Moreno & Serrato, 2004) 
 
 
Tabla 4 Composición de solución de micronutrientes 
 
*La solución de micronutrientes es preparada en 1N de HCl 
(Moreno & Serrato, 2004) 
 
3.1.2 Fuentes de Carbono 
Las fuentes de carbono utilizadas son glicerol USP y residuos de la producción de 
biodiesel que son provenientes de diferentes plantas de producción ubicadas en 
diferentes puntos de Colombia, Oleoflores  LTDA, (Codazzi, Cesar), Ecodiesel de 
Colombia (Barrancabermeja, Santander) y Bio D (Facatativá, Cundinamarca). 
La composición de estos residuos fue proporcionado por el proveedor y se determinó el 
perfil de ácidos grasos realizado por el laboratorio de toxicología de la Facultad de 
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia (Anexo C). La composición 
porcentual de los principales componentes de las fuentes de carbono se presenta en la 
tabla 5. 
 
 
 
COMPUESTO CONCENTRACIÓN* g/L 
FeSO4 2 
CaCl2·H2O 2 
CoCl2·6H2O 0.2 
CuCl2·2H2O 0.01 
NiCl3·6H2O 0.2 
MnCl2·4H2O 0.03 
ZnSO4·7H2O 0.1 
H3BO4 0.3 
NaMoO4·2H2O 0.03 
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Tabla 5 Composición de los residuos evaluados 
 OLEOFLORENS ECODIESEL BIOD 
Glicerol (%) 92.32 82.33 33.6 
 
PERFIL DE ACIDOS GRASOS (%)* 
C 12:0 100 - - 
C 14:0 - 1.82 1.04 
C16:0 - 12.23 43.8 
C 18:0 - 4.03 4.16 
C 18:1n-9C - 20.19 40.44 
C 18:1n-6C - 38.94 9.15 
C 20:0 - 17.83 0.29 
C 22:0 - 3.42 0.04 
C 22:1n-9 - 1.19 - 
 
SFAs 100 39.33 49.86 
MUFAs - 21.74 40.74 
PUFAs - 38.94 9.40 
*Solo se presenta ácidos grasos con composición superior al 1% la caracterización completa se presenta en el anexo C 
 
3.2 SELECCIÓN DE CEPAS 
Las fermentaciones iniciales para seleccionar la cepa que mejor degrada el glicerol, se 
realizaron a nivel banco por triplicado, en erlenmeyers de 500 mL con un volumen de 
trabajo de 250 mL,  el pH del medio es ajustado a 7 con NaOH 2N,  este medio es 
inoculado con 25 mL del inóculo. Las condiciones de fermentación fueron iguales para 
todos los ensayos,  30ºC y 200 rpm, el tiempo de fermentación fue de 52 horas. Durante 
la fermentación se monitoreó el consumo de sustrato, crecimiento de la biomasa, y se 
realizaron controles de esterilidad mediante siembra en caja con agar nutritivo y tinción 
de Gram (Anexo B). Este ensayo se realizó utilizando como fuente de carbono glicerol 
USP y los residuos de Oleoflores, Ecodiesel y BioD. 
 
3.3 INHIBICIÓN DE GLICEROL CON CEPA 
SELECCIONADA 
Con el fin de determinar la concentración inicial de la fuente de carbono en el medio de 
fermentación, con la que la cepa pueda crecer sin presentar inhibición se realizaron 
fermentaciones con diferentes concentraciones iniciales  de los sustratos Ecodiesel y 
BioD, utilizando 5, 15, 30 y 50 g/L, se evaluó la concentración de 80 g/L para el residuo 
de BioD, debido a que la composición porcentual de glicerol presente en las dos fuentes 
de carbono utilizadas es diferente. Las fermentaciones se realizaron a escala banco, en 
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las mismas condiciones descritas para la selección de cepas, tomando muestra para la 
medición de peso seco, concentración de nitrógeno, consumo de sustrato y producción 
de PHA. 
 
3.4 DETERMINACIÓN DE RELACIÓN C/N PARA LA 
PRODUCCIÓN DE PHA CON LA CEPA 
SELECCIONADA 
En la literatura se ha reportado que existe un grupo de bacterias acumuladoras de PHA 
bajo condiciones de estrés, como limitación de nitrógeno (Chen, 2010), debido a esto se 
evaluó el crecimiento y la producción de PHA del microorganismo en medios con 
diferentes concentraciones iniciales de la fuente de nitrógeno. La concentración inicial de 
glicerol fue la determinada en los ensayos de inhibición, es decir 5 g/L.  
Las relaciones C/N son definidas con tres niveles de balance (Kato et al., (1996), 
asumiendo un rendimiento (Yx/s) en biomasa del 40% a partir de glicerol y partiendo de la 
fórmula general para bacterias propuesta por Duarte (1995),  en términos de glicerol 
puede ser calculada con la ecuación 1 
 
C3H3O3 + 2.225 O2 + 0.3 NH3 →1.2 CH2O0.5N0.25 + 3.25 H2O+1.8 CO2  Ecuación 1 
 
Donde por cada mol de Carbono se necesitan 0.1 moles de Nitrógeno en un medio 
balanceado, lo que define una relación molar de 10. Las relaciones C/N evaluadas se 
presentan en la tabla 6. 
 
Tabla 6 Relaciones C/N evaluadas 
Relación molar 
C/N 
Nivel (NH4)2SO4 (g/L) 
10 Balanceado 1.08 
20 Desbalanceado bajo 0.54 
100 Desbalanceado balto 0 
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3.5 FERMENTACIÓN EN BIORREACTOR  
Una vez seleccionada la cepa y establecidas las condiciones de concentración inicial de 
glicerol y  relación  C/N que presentaron mayor productividad de biomasa y polímero, en 
las fermentaciones con los diferentes residuos de la producción de biodiesel a nivel 
banco, se realiza la fermentación por duplicado en BioFlo CelliGen® 115 (Figura 4) que 
cuenta con medición y control automático de temperatura, pH y oxígeno disuelto, el 
volumen  de trabajo fue de 5L, a 30ºC, pH de 7 controlado con NaOH, aireación de 1 vvm 
(Figueroa & Rodriguez, 2005)  y cascada de agitación de 200 a 800 rpm para mantener 
el oxígeno disuelto por encima de 20% (Cavalheiro et al., 2012). Durante estas 
fermentaciones se toma muestra para determinación de peso seco, concentración de 
nitrógeno, consumo de glicerol, y producción de PHA. Al final de cada fermentación se 
recupera el polímero según la metodología descrita en el anexo B, para su posterior 
caracterización. 
Para la determinación del efecto del tipo de alimentación, se realizó primero una 
fermentación en lote, posteriormente fermentación con alimentación continua o por 
pulsos a tiempos determinados según la técnica de DO-stat, definido como un método 
indirecto para alcanzar altas concentraciones de biomasa (Lee et al., 1999) que consiste 
en la alimentación de nutriente cuando el oxígeno disuelto empieza a aumentar debido al 
agotamiento de la fuente de carbono principal (Lee, 1996).  
 
Figura 4 Bioreactor BioFlo CelliGen 115® 
 
 
 
La adición del sustrato en las fermentaciones de lote alimentado por pulsos se calculó 
empleando la ecuación 2:  
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      Ecuación 2 
 
En donde St es la cantidad de sustrato requerido para producir biomasa al tiempo t (Xt ), 
Yx/s es el rendimiento en biomasa del sustrato, X0 es la cantidad inicial de biomasa 
obtenida experimentalmente, y µ es la tasa específica de crecimiento deseada.  
En el caso de la fermentación de lote con alimentación continua, los cálculos de 
concentración de la solución de alimentación se realizan teniendo en cuenta la velocidad 
de la bomba peristáltica del fermentador, la cual alimenta a 0.048 m/L*s, es decir 17.8 
mL*h. 
Las fermentaciones se realizaron por duplicado, midiendo la producción de biomasa y 
polímero, el consumo de glicerol y sulfato de amonio. El tiempo de las fermentaciones 
por lote fue de 48 horas, en el caso de las fermentaciones por lote alimentado se 
presentó variación de los tiempos de fermentación debido a la producción de espuma en 
algunos ensayos. 
 
3.6 CARACTERIZACIÓN DEL POLÍMERO OBTENIDO 
Con el fin de establecer la temperatura de fusión y de transición vítrea se realizan 
ensayos de Calorimetría diferencial de barrido DSC, estos análisis se realizaron en el 
calorímetro diferencial de barrido DSC TA Instruments, ubicado en los laboratorios de 
Ingeniería Química. El rango de temperatura de exploración es de 10 a 200 ° C con 
velocidad de calentamiento de 10 ° C / min (Bhatt et al., 2008 ).  
La caracterización del tipo de polímero obtenido se realiza mediante cromatografía de 
gases, previa metanólisis ácida siguiendo el método de Braunegg et al., 1978 (Braunegg, 
et al 1978; Malagón & Acosta, 2008). La inyección de las muestras se realizó en las 
condiciones descritas en la tabla 7. 
 
Tabla 7 Condiciones para análisis por cromatografía de gases 
Gas de arrastre Helio (10 mL/min) 
Inyector 200°C isotérmico 
Detector 200°C isotérmico 
Columna HP 5 (30 m*0.53 mm, 1µm), 
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Temperatura inicial de 60°C durante 1 minuto 
Rampa de calentamiento 15°C/min hasta 200°C 
Volumen de inyección 1µL 
 
3.7 MÉTODOS ANALÍTICOS 
El seguimiento se realiza tomando asépticamente muestras durante el tiempo de 
fermentación, se toma 1 mL del medio de cultivo en tubos eppendorf para la 
determinación de biomasa, nitrógeno y concentración de sustrato, y  3 mL en tubos 
falcón para monitorear la producción de PHA mediante la prueba gravimétrica . 
 
3.7.1 Determinación de Biomasa 
Con el fin de determinar la equivalencia de la absorbancia de una muestra en términos 
de peso seco se realiza una curva de calibración, en esta se toma absorbancia de 
diluciones de una solución madre de biomasa de absorbancia 1 medida a una longitud de 
onda de 600nm (λ600), posteriormente se filtra el patrón en membrana de nitrocelulosa de 
tamaño de poro de 0.22 µm previamente pesadas hasta peso constante, se deja secar la 
biomasa y se pesa, el valor de peso seco de la biomasa es resultante de la resta entre el 
peso final de la membrana y el peso inicial se obtiene el valor de la biomasa, graficando 
el peso seco contra la absorbancia de la muestra se obtiene la ecuación de la recta con 
la que se determina la biomasa de la muestra (Malagón & Acosta, 2008). 
Para la determinación de biomasa, se toma 1 mL de caldo de fermentación, 
posteriormente se centrifuga a 8000 rpm durante 15 minutos, el pellet,  es resuspendido 
en 1 mL de solución salina 0,9% estéril. Se vuelve a centrifugar  a las mismas 
condiciones, de nuevo se resuspende el pellet en 1 mL de solución salina y se mide en 
espectrofotómetro SENSIDENT SCAN PRIMARY EIA V.1.4-0 a 600 nm (Malagón & 
Acosta, 2008).  
 
3.7.2 Determinación de amonio mediante la técnica de Berthelot  
Para la determinación de la concentración de nitrógeno se prepara una curva de 
calibración con una solución de sulfato de  amonio de concentración conocida (10 mg/L) 
y se preparan soluciones a partir de esta, y se adicionan los reactivos descritos en el 
Anexo B, la lectura de la absorbancia se realiza a 621 nm, la ecuación para determinar la 
concentración de amonio durante las fermentaciones se obtiene por regresión lineal, 
graficando concentración contra absorbancia (Malagón & Acosta, 2008). 
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Para medir la concentración de amonio durante las fermentaciones  se toma el 
sobrenadante proveniente de la centrifugación de la biomasa y se hace una dilución 
(1:1000) para asegurar que la muestra este dentro de los límites de detección de la 
técnica, y se siguen los pasos descritos en el anexo B. 
 
3.7.3 Determinación de la concentración de sustrato 
La cuantificación de sustrato se realizó en las condiciones estandarizadas por el IBUN 
(Perez, 2009), por medio de cromatografía líquida de alta eficiencia HPLC utilizando la 
columna AMINEX HPX-87H (BIORAD), con detector de índice de refracción  (WATERS 
410®), a 50ºC, con fase móvil de ácido sulfúrico 5 mM (filtrada con membrana de 0.22 
µm de poro y desgasificada) y aplicando un flujo de 0.6 mL/min. El software Varian Star 
Cromatography Workstation 4, fué usado para la cuantificación de glicerol. 
La curva de calibración se prepara con concentraciones de glicerol entre  0.5% a 10% y 
se corren a las condiciones ya descritas, se realiza la regresión lineal y la ecuación 
obtenida sirve para determinar la concentración de glicerol en las muestras obtenidas 
durante el seguimiento de las fermentaciones. 
Para cuantificar el glicerol presente en las muestras, el sobrenadante proveniente de la 
primera centrifugación para la determinación de biomasa es filtrado con membrana de 
0.22 µm de poro y se realiza la inyección de las muestras en el equipo. 
 
3.7.4 Cuantificación de la producción de PHA 
Durante las fermentaciones se realizan pruebas gravimétricas para determinar la 
producción del polímero a diferentes tiempos de fermentación, este procedimiento se 
realiza como se describe en el Anexo B. 
 
3.7.5 Recuperación del polímero 
Al final de la fermentación se recupera el polímero siguiendo la técnica reportada por 
Hahn, et al., 1995, en esta técnica se recupera la biomasa mediante centrifugación a 
5000 rpm y 4ºC durante 30 minutos, posteriormente la extracción del polímero se realiza 
a 50ºC con una dispersión de hipoclorito- cloruro de metileno al 50% v/v adicionando 100 
mL por cada gramo de biomasa recuperada, posteriormente se agita por una hora y se 
deja decantar por 12 horas. Se recupera la fase orgánica y se precipita el polímero 
usando metanol, se filtra y se deja secando a temperatura ambiente hasta alcanzar peso 
constante. 
 
  
4. Resultados y Análisis 
 
Los resultados obtenidos en el desarrollo del trabajo de investigación son presentados en 
este capítulo, realizando el análisis y la discusión de los mismos de acuerdo con los 
objetivos planteados. Los datos experimentales se presentan en el anexo D. 
En primer lugar se presentan los resultados del crecimiento de cada una de las cepas 
evaluadas (C14, C16, S1407, B69, S1804 y 2G-57), en las cuatro fuentes de carbono 
utilizadas inicialmente, los parámetros que se tuvieron en cuenta para la selección de la 
cepa fueron producción de biomasa (X), consumo de glicerol (rs) y rendimiento de 
sustrato en biomasa (Yx/s), identificando de esta forma que microorganismo es capaz de 
crecer mejor sobre los sustratos evaluados. 
Una vez seleccionada la cepa, se continúa el desarrollo del trabajo eliminando una de las 
fuentes de carbono (residuo de Oleoflores), debido a su similitud en cuanto a contenido 
de glicerol con la fuente de carbono proveniente de Ecodiesel.  Para determinar si existe 
efecto significativo sobre el crecimiento y acumulación del polímero causado por la 
concentración inicial de la fuente de carbono o la relación C/N, las variables respuesta 
fueron biomasa máxima alcanzada (XMAX), velocidad específica de crecimiento (µ), 
cantidad de polímero producido (PHA g/L) y porcentaje de acumulación (%PHA). 
De acuerdo a los resultados experimentales obtenidos se realizan fermentaciones por 
lote con las dos fuentes de carbono, obteniendo así la cinética de fermentación en 
biorreactor de 7 L con volumen de trabajo de 5 L. A partir de estas fermentaciones se 
determinaron las condiciones para realizar la estrategia de lote alimentado. Por último se 
realizan comparaciones de los resultados obtenidos con las dos fuentes de carbono 
utilizando las diferentes estrategias de fermentación. 
La parte final está destinada a la caracterización del polímero obtenido  mediante DSC 
(calorimetría diferencial de barrido) obteniendo temperatura de fusión y de transición 
vítrea y se determina el tipo de polihidroxialcanoato obtenido empleando cromatografía 
de gases. 
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4.1 SELECCIÓN DE CEPAS 
En esta primera etapa evaluó el comportamiento de las cepas en glicerol USP, 
asumiendo que generalmente este es el compuesto que se encuentra en mayor cantidad 
en los residuos de la producción de biodiesel. Posteriormente las cepas que presentaron 
mayor cantidad de biomasa, se evaluaron cultivándolas en los diferentes residuos de la 
producción de biodiesel. Los datos y curvas de crecimiento de esta etapa se presentan 
en el anexo D. 
 
4.1.1 Crecimiento en glicerol USP 
En esta primera evaluación, se encontró que las cepas C16, S1804, S1407, B69 y 2G-57 
crecieron describiendo curvas de crecimiento típicas, únicamente las cepas B69 y C16 
presentaron una fase de latencia (Anexo D). La cepa C14 no se desarrolló, lo que indica 
que esta no puede utilizar el glicerol como fuente de carbono principal por tanto se 
descarta para la evaluación en siguientes ensayos.   
La velocidad específica de crecimiento de la cepa S1407 fue la más alta (Tabla 8), 
aunque esta solo duró 8 horas, por el contrario, en el caso de 2G-57 a pesar de la baja 
velocidad específica de crecimiento esta tuvo una duración de 28 horas, alcanzando 2.82 
g/L, la mayor obtenida con este sustrato. Los valores de tasa de consumo de sustrato (rs) 
son cercanos entre sí, pero en los de rendimiento de sustrato en biomasa (YX/S), se 
encontraron diferencias, observando que 2G-57, fue la que mayor producción presentó, 
con la misma cantidad de glicerol consumido.  
 
Tabla 8 Datos cinéticos de crecimiento de las cepas en glicerol USP 
CEPA XMAX (g/L) rs (g/L*h) YX/S(gx/gs) µMAX (*h) 
C16 1.249 0.070 0.239 0.492 
S1804 0.743 0.077 0.061 0.062 
S1407 1.301 0.084 0.117 0.992 
B69 0.53 0.071 0.106 0.720 
2G-57 2.825 0.083 0.693 0.120 
C14 0.001 - - - 
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4.1.2 Crecimiento en residuos de glicerol industrial 
 
4.1.2.1 Oleoflores 
Este residuo contiene 92,32% de glicerol y el ácido láurico es el único ácido graso 
presente en este. Las cepas S1804, S1407 y 2G-57 presentaron crecimiento sin fase de 
latencia, indicando así, buena adaptación a la fuente de carbono. En los 
microorganismos S1804 y S1407, disminuyó la velocidad específica de crecimiento con 
respecto a la alcanzada con glicerol USP. La cepa 2G-57 presentó patrón de crecimiento 
similar al observado con el glicerol USP (Anexo D). 
S1407 y 2G-57 alcanzaron valores de biomasa máxima superior a 1 g/L. El consumo de 
glicerol fue más eficiente en el  caso de S1407 pero el rendimiento y biomasa fue mayor 
con Burkholderia cenocepacia 2G-57 (Tabla 9). Las cepas C16 y B69 no crecieron en 
este residuo lo que indica, que posiblemente, el ácido láurico, presente en la fuente de 
carbono pudo causar inhibición del crecimiento en estos dos microorganismos. 
 
Tabla 9 Datos cinéticos de crecimiento de las cepas en residuo Oleoflores 
CEPA XMAX (g/L) rs (g/L*h) YX/S(gx/gs) µMAX (h
-1
) 
C16 0.004 - - - 
S1804 0.743 0.078 0.061 0.008 
S1407 1.301 0.085 0.117 0.458 
B69 0.0078 - - - 
2G-57 1.701 0.078 0.385 0.103 
 
4.1.2.2 Ecodiesel 
Este residuo presenta 82.33% de glicerol, en cuanto al perfil de ácidos grasos tiene 
composición mixta, encontrando en mayor concentración a los ácidos palmítico, oleico, 
linoleico y araquidónico.  
Los resultados obtenidos son diferentes a los observados con el residuo de Oleoflores, 
en este caso se evidenció inhibición de crecimiento en las cepas C16, B69 y S1804 
(Tabla 10). Las cepas 2G-57 y S1407 presentaron el mismo patrón de crecimiento 
observado con las fuentes de carbono anteriores, encontrando que ninguna presentó 
fase de latencia (Anexo D). 
El microorganismo S1407 alcanzó el doble de la biomasa producida con los dos sustratos 
evaluados anteriormente, la tasa de consumo y biomasa máxima fue mayor que la de 
2G-57, aunque el rendimiento fue superior con esta última (0.288 vs 0.117 gx/gs). 
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Tabla 10 Datos cinéticos de crecimiento de las cepas en residuo Ecodiesel 
CEPA XMAX(g/L) rs (g/L*h) YX/S(gx/gs) µMAX (h
-1
) 
C16 0.0054 - - - 
S1804 0.0018 - - - 
S1407 2.809 0.085 0.117 0.322 
B69 0.001 - - - 
2G-57 2.771 0.069 0.288 0.107 
 
4.1.2.3 Bio D 
Este residuo es el que menor contenido de glicerol (33.6%) y mayor contenido de ácidos 
grasos presenta, entre los que están principalmente palmítico, oleico y linoleico. 
Utilizando este sustrato como fuente de carbono, se presentó crecimiento en las cepas 
C16, S1407  y S1804, alcanzado contenidos de biomasa cercanos a 1 g/L (Tabla 11), la 
cepa B69 no presentó crecimiento. 
2G57 alcanzó mayor biomasa y velocidad de consumo de glicerol (4.491 g/L y 0.33 g/L*h 
respectivamente) que con los residuos evaluados anteriormente. El rendimiento (gramos 
de biomasa/gramos de sustrato) calculado sobre el contenido de glicerol fue mayor  al 
rendimiento teórico esperado (0.6 gX/gglicerol), indicando que el microorganismo no está 
utilizando únicamente el glicerol como fuente de carbono, sino también los ácidos grasos 
saturados e insaturados presentes en este residuo. 
 
Tabla 11 Datos cinéticos de crecimiento de las cepas en residuo BioD 
CEPA XMAX (g/L) rs (g/L*h) YX/S(gx/gs) µMAX (h
-1
) 
C16 1.017 0.069 1.993 0.481 
S1804 1.195 0.069 0.288 0.088 
S1407 1.205 0.071 0.437 0.670 
B69 0.00 - - - 
2G-57 4.491 0.33 1.81 0.069 
 
De las seis cepas evaluadas en los diferentes residuos de la producción de biodiesel, la 
cepa que mejor rendimiento y mayor biomasa alcanzó fue la cepa Burkholderia 
cenocepacia 2G-57, por tanto es la cepa seleccionada para continuar con el estudio.  
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4.1.2.4 Crecimiento de Burkholderia cenocepacia      
2G-57 en diferentes medios 
En los diferentes sustratos evaluados, Burkholderia cenocepacia 2G-57, fue la que 
mayores rendimientos de sustrato en biomasa y concentración de biomasa obtuvo. En la 
tabla 12 se presentan los datos del crecimiento de esta cepa en los sustratos evaluados, 
encontrando que la producción de biomasa, velocidad específica de crecimiento y tasa 
de consumo de sustrato, en glicerol USP y en los sustratos con alto contenido de glicerol 
son similares; las diferencias se hacen notables cuando se analizan los datos obtenidos 
con el residuo de BioD, en donde el valor de  todos los parámetros evaluados aumenta, 
alcanzando casi el doble del contenido de biomasa y una velocidad específica de 
crecimiento de 0.15 *h. Este aumento se debe al contenido de ácidos grasos presente en 
el medio, observando que el rendimiento de sustrato en biomasa, en términos de glicerol, 
es superior a 1, indicando así que el único componente utilizado como fuente de carbono 
y energía por la célula no es el glicerol, sino también los ácidos grasos. 
 
Tabla 12 Datos cinéticos de Burkholderia cenocepacia 2G-57 en los sustrato evaluados 
SUSTRATO XMAX (g/L) rs (g/L*h) YX/S(gx/gs) µMAX (h
-1
) 
Glicerol USP 2.825 0.083 0.693 0.120 
Oleoflores 1.701 0.078 0.385 0.103 
Ecodiesel 2.771 0.069 0.288 0.107 
BioD 4.491 0.33 1.81 0.151 
 
Entre los aislamientos identificados como promisorios, la cepa identificada como 2G-57 
es la que ha tenido mejor comportamiento con diferentes sustratos evaluados en este y 
en anteriores estudios. Moreno & Serrato, en 2004, obtuvieron resultados similares 
utilizando sacarosa como fuente de carbono, obteniendo 2.37 g/L de biomasa, y en otros 
azúcares como glucosa, lactosa y dextrosa en donde se alcanzaron menores 
concentraciones de biomasa, (0.516 g/L, 0.301 g/L y 0.535 g/L respectivamente). Hasta 
este punto, los mejores resultados han sido obtenidos con el residuo con bajo contenido 
de glicerol, alcanzando un contenido de biomasa del doble o más del obtenido con los 
demás sustratos evaluados.  
Debido a que el comportamiento de esta cepa en los residuos de BioD y Ecodiesel fueron 
superiores y que en cuanto al contenido de glicerol los residuos de Ecodiesel y Oleoflores 
son similares,  se decide continuar los ensayos únicamente con dos tipos de residuos: 
uno con alto y otro con bajo contenido de ácidos grasos  es decir, los residuos 
correspondientes a las plantas de BioD y Ecodiesel, respectivamente.  
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4.2 INHIBICIÓN DE GLICEROL CON CEPA 
SELECCIONADA 
Con el fin de determinar la concentración inicial de fuente de carbono en el medio de 
fermentación con el microorganismo seleccionado, es decir, Burkholderia cenocepacia 
2G-57, se realizaron fermentaciones a nivel matraz utilizando dos residuos de la 
producción de biodiesel, provenientes de las plantas Ecodiesel y BioD. Las 
concentraciones utilizadas se escogieron teniendo en cuenta que el contenido de glicerol 
no fuera superior a 50 g/L, debido a que en concentraciones mayores de glicerol se 
reporta reducción gradual de biomasa, rendimiento y masa molecular del PHA (Ashby et 
al., 2004;  Ashby, 2004; Cavalheiro et al., 2009; Zhu et al., 2010) 
Los parámetros evaluados en esta etapa fueron la biomasa máxima alcanzada (XMAX), la 
velocidad específica de crecimiento (µMAX), la cantidad de polímero producido (PHA g/L) y 
porcentaje de acumulación (%PHA).  
 
4.2.1 Inhibición con Ecodiesel 
Se evaluó el efecto de la concentración inicial de la fuente de carbono sobre el desarrollo 
bacteriano, utilizando este residuo en concentraciones de 5, 15, 30 y 50 g/L y 
concentración real de glicerol de 4.1; 12.3; 24.7 y 41.1 g/L respectivamente. Los datos 
experimentales se presentan en el anexo D.  
En la figura 5 se presenta la comparación de los datos obtenidos en el ensayo, los 
resultados de biomasa máxima alcanzada en los cuatro tratamientos estuvo en el rango 
de 2.99 g/L y 3.29 g/L de PHA con 30 g/L y 15 g/L de fuente de carbono  
respectivamente, evidenciando que no existe una inhibición por sustrato para esta cepa, 
utilizando el residuo proveniente de la planta de Ecodiesel en las concentraciones 
evaluadas. Como se observa en la tabla 13, las velocidades de crecimiento y la cantidad 
de polímero acumulado tampoco fueron afectadas por la concentración inicial de la 
fuente de carbono, indicando así, que en las concentraciones de sustrato evaluadas, no 
existe efecto adverso sobre el crecimiento y acumulación del polímero con la bacteria 
Burkholderia cenocepacia 2G-57. 
 
Tabla 13 Datos cinéticos de crecimiento con residuo de alto contenido de glicerol 
Concentración 
de sustrato 
XMAX(g/L) µMAX (h
-1
) % PHA PHA (g/L) PPHA(g/L*h) 
5 g/L 2,996 0.317 9.013 0.270 0.0075 
15 g/L 3.296 0.310 8.800 0.290 0.008 
30 g/L 2.998 0.218 7.672 0.230 0.0063 
50 g/L 3.198 0.323 9.382 0.300 0.0083 
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Se decide trabajar con 5 g/L de concentración inicial usando este residuo, debido a que 
la principal fuente de carbono, es decir glicerol, no es consumida totalmente (Anexo D) y 
a que no existe un aumento de biomasa, velocidad específica de crecimiento o 
acumulación del polímero utilizando una mayor concentración de glicerol, de esta forma 
se obtendrían los mismos resultados sin desperdiciar sustrato. 
 
Figura 5 Inhibición por fuente de carbono con residuos de alto contenido de glicerol 
 . 
 
4.2.2 Inhibición con Bio D 
Para esta fuente de carbono, se utilizaron las mismas concentraciones del residuo 
anterior 5, 15, 30 y 50 g/L, adicionando una concentración mayor: 80g/L, debido al bajo 
contenido de glicerol de este residuo. Las concentraciones reales de glicerol evaluadas 
fueron 1.68; 5.04; 10.08; 16.8 y 26.88 g/L. En la tabla 14 se presentan los datos 
obtenidos en este ensayo, que evidencian un aumento gradual de la biomasa a medida 
que aumenta la concentración del sustrato hasta 50 g/L, encontrando que a partir de esta 
concentración  la biomasa alcanzada empieza a disminuir, por tanto se podría decir que 
existe inhibición por sustrato en concentraciones superiores a 50 g/L de este sustrato. La 
velocidad específica de crecimiento fue mayor en la concentración de 5 g/L, entre 15 y 80 
g/L esta no se ve afectada por la concentración, manteniéndose casi constante. 
En cuanto a la acumulación del polímero, se observa un efecto inhibitorio a medida que 
aumenta la concentración de sustrato, encontrando que con la menor concentración 
empleada se obtienen una acumulación de PHA de 51.4% que aumenta hasta un 
máximo de 56.57% utilizando 15 g/L de glicerol, punto a partir del cual empieza a decaer 
hasta llegar a 21.98% cuando se emplean 80 g/L del sustrato. En términos de producción 
de polímero la concentración de máxima productividad es de 30 g/L. Teniendo en cuenta 
los valores de acumulación del polímero obtenidos y la diferencia en producción de 
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biomasa se decide trabajar con una concentración inicial de 15 g/L utilizando esta fuente 
de carbono. 
 
Tabla 14 Datos cinéticos de crecimiento con residuo de bajo contenido de glicerol 
Concentración  
de sustrato 
XMAX (g/L) µMAX (h
-1
) % PHA PHA (g/L) PPHA(g/L*h) 
5 g/L 6.799 0.26 51.47 3.5 0.072 
15 g/L 7.035 0.219 56.57 3.98 0.082 
30 g/L 8.489 0.214 53.24 4.52 0.094 
50 g/L
 
8.883 0.214 36.47 3.24 0.067 
80 g/L 8.552 0.213 21.98 1.88 0.039 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede evidenciar una relación negativa 
entre el aumento de la concentración de la fuente de carbono y la producción de polímero 
(Figura 6), atribuida principalmente al incremento en la concentración de ácidos grasos 
presentes en el medio, que aunque no presentan efectos sobre el crecimiento bacteriano 
en concentraciones inferiores a 50 g/L, si afecta la capacidad acumuladora de PHA por 
parte de Burkholderia cenocepacia 2G-57. 
 
Figura 6 Inhibición de fuente de carbono con residuos de BioD 
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Comparando los resultados obtenidos con las dos fuentes de carbono empleadas, es 
evidente que la bacteria Burkholderia cenocepacia 2G-57 presenta mejor desarrollo en 
cuanto a velocidad específica de crecimiento biomasa máxima alcanzada y acumulación 
de polímero con el sustrato de baja concentración de glicerol que con el sustrato rico en 
glicerol, esto puede deberse que esta cepa eventualmente tiene mayor afinidad por los 
ácidos grasos presentes en el residuo de bajo contenido de glicerol. 
 
4.3 DETERMINACIÓN DE RELACIÓN C/N PARA LA 
PRODUCCIÓN DE PHA CON LA CEPA 
SELECCIONADA 
Para la determinación del efecto de la relación carbono – nitrógeno (C/N) en la 
producción del polímero, se realizaron fermentaciones a nivel matraz utilizando como 
sustrato el residuo con alto contenido de glicerol. En un medio balanceado con 5 g/L de 
glicerol como fuente de carbono se necesitan 1.08 g/L de sulfato de amonio utilizado 
como fuente de nitrógeno. Se evaluó el medio desbalanceado con la mitad de nitrógeno y 
otro medio sin nitrógeno, para de esta forma determinar el efecto de la limitación de 
nitrógeno principalmente sobre el porcentaje y cantidad de polímero acumulado.  
Las curvas de crecimiento son presentadas en la figura 7. En el medio desbalanceado 
alto (Figura 7C), se observa un pobre crecimiento debido a la ausencia de nitrógeno en el 
cultivo. En los medios balanceado (Figura 7A) y desbalanceado bajo (Figura 7B), se 
presentó el mismo patrón de crecimiento y consumo de sustrato.  
En la tabla15 se presentan los datos de acumulación y producción de polímero, se 
encontró que en los tratamientos con medio desbalanceado aumentó el porcentaje de 
acumulación, aunque la productividad en los tres tratamientos es la misma. En el medio 
desbalanceado alto obtuvo un porcentaje de acumulación de 21.72% (p<0.05), valor 
significativamente superior al encontrado en los medios con mayor contenido de 
nitrógeno. En trabajos realizados anteriormente por Moreno & Serrato,(2004) y Acosta, 
(2007) en donde se utilizaron diferentes carbohidratos como fuente de carbono y sulfato 
de amonio como fuente de nitrógeno, se reportó que esta cepa no necesita limitación 
para estimular la acumulación del polímero. Esta discrepancia de resultados puede ser 
debido a que el metabolismo del glicerol y de los azúcares es diferente, por tanto los 
requerimientos energéticos y en general el metabolismo cambia, por esto no se puede 
generalizar la necesidad o no de la limitación de nitrógeno para estimular la acumulación 
del polímero en Burkholderia cenocepacia 2G-57, por que esto, aunque depende 
principalmente del metabolismo celular, también es afectado por las condiciones del 
ensayo como son:  fuente de carbono o de nitrógeno y la composición de otras sales 
presentes en el medio (Sun et al., 2007). 
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Figura 7 Curvas de crecimiento en diferentes relaciones C/N 
 
A. Medio balanceado, B. Medio desbalanceado bajo, C. Medio desbalanceado alto 
 
 
Tabla 15 Datos cinéticos crecimiento en tres relaciones C/N 
C/N PHA(g/L) PPHA(g/L*h) % PHA YPHA/S 
Balanceado 0.51 0.011 15.081 0.043 
Desbalanceado 
bajo 
0.61 0.014 16.086 0.055 
Desbalanceado 
alto 
0.4 0.014 21.726 0.039 
 
De acuerdo a los datos obtenidos se concluye que con la cepa Burkholderia cenocepacia 
2G-57, la limitación de nitrógeno favorece la acumulación de PHA utilizando glicerol 
como fuente de carbono. 
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4.4 FERMENTACIÓN EN BIORREACTOR  
 
4.4.1 Fermentación con sustrato de Ecodiesel 
Con este sustrato se realizaron fermentaciones en lote y lote alimentado, la fermentación 
de lote se realizó durante 48 horas, tiempo en el cual la bacteria se encontraba en fase 
estacionaria. Como se observa en la figura 8 la bacteria no presentó fase de latencia, la 
fase exponencial se divide en dos etapas, de la hora cero hasta la hora 24 y de la hora 
24 hasta la hora 36, lapso en el cual aumenta la pendiente de la curva de crecimiento, a 
partir de la hora 36 se observa una suspensión del aumento en la biomasa alcanzando la 
fase estacionaria. La biomasa máxima alcanzada fue de 2.23 g/L a la hora 40, el sustrato 
no se consumió totalmente quedando 6.7% de glicerol residual, el nitrógeno fue agotado 
en la hora 30, a partir de la cual se observa aumento en la concentración de PHA 
alcanzando 0.8 g/L con un porcentaje de acumulación de 63%.  
 
Figura 8 Fermentación en lote con residuo de alto contenido de glicerol 
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Figura 9 Comportamiento de %OD y pH en fermentación en lote con residuo de alto contenido de 
glicerol 
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El pH durante la fermentación se mantuvo cercano a 7, el oxígeno disuelto tuvo un 
descenso desde 93.9% hasta 24.3% (Figura 9), lo que indica que hay alta actividad 
metabólica del microorganismo, a partir de la hora 6 el oxígeno disuelto comenzó a 
aumentar debido a la cascada de agitación y a que la velocidad específica de crecimiento 
del microorganismo se estabilizó, siendo relativamente constante hasta las 36 horas, en 
donde la bacteria entra en fase estacionaria y el consumo de oxígeno disminuye hasta 
alcanzar 92.8% de saturación en el medio al final de la fermentación.  
De acuerdo a la metodología descrita, la fermentación en lote alimentado se realizó 
aplicando un pulso de 100 mL de solución, con una concentración de glicerol de 38.52 
g/L y sin sulfato de amonio para inducir la limitación de nitrógeno y por ende la 
acumulación del polímero. Debido al comportamiento del oxígeno disuelto observado en 
la figura 9 y aplicando el método de DO-stat (Lee et al., 1999), se decide realizar el pulso 
a la hora 8 antes de que la bacteria disminuya su velocidad específica de crecimiento 
asumiendo que a esta hora la cantidad de nitrógeno presente en el medio se habría 
consumido totalmente y empezaría la fase de acumulación del polímero.  
En la curva de crecimiento (Figura 10) se observa una fase exponencial desde la hora 
cero hasta las 8 horas, a partir de las cuales empieza a descender la velocidad específica 
de crecimiento hasta entrar completamente en fase estacionaria a las 12 horas, 
simultáneamente con esto empieza la acumulación del polímero, obteniendo menor 
cantidad de polímero que con la estrategia de fermentación en lote, con 0.66 g/L y un 
porcentaje de acumulación de 39.3% a las 20 h. A partir de la hora 28 no fue posible 
seguir con el ensayo debido al aumento de la producción de espuma. 
Figura 10 Fermentación en lote alimentado por pulso con residuo de alto contenido de glicerol 
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Figura 11 Comportamiento de %OD y pH en fermentación en lote con alimentación por pulso con 
residuo de alto contenido de glicerol 
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4.4.2 Fermentación con sustrato de BioD 
La fermentación en lote con este sustrato se realizó con una concentración inicial de 15 
g/L de residuo de la producción de biodiesel (es decir 5.04 g/L de glicerol) y 1.69 g/L 
(NH4)2SO4 con un volumen de trabajo de 5 L. 
En la curva de crecimiento  (Figura 12) no se observa fase de latencia, teniendo 
crecimiento exponencial desde las cero hasta las 9 horas, punto a partir del cual se 
empieza a disminuir la velocidad específica de crecimiento entrando a la fase 
estacionaria que se mantiene hasta el final de la fermentación. El glicerol y el nitrógeno 
son consumidos en su totalidad en la hora 16. La acumulación del polímero es apreciable 
a partir de la sexta hora de fermentación manteniéndose casi constante hasta alcanzar 
un máximo de acumulación de 2.41 g/L, es decir un porcentaje de acumulación de 
61.04%. En cuanto al consumo de los ácidos grasos presentes en el medio se determinó 
que el ácido mirístico (C14:0) y esteárico (C18:0) fueron los que se consumieron en 
mayor proporción. 
 
Figura 12 Fermentación en lote con residuo de bajo contenido de glicerol 
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En este punto, comparando con la fermentación en lote con el sustrato rico en glicerol, se 
puede ver que la cantidad de biomasa máxima alcanzada es significativamente superior 
en el de BioD (p< 0.05) (5.72 g/L en 12 h vs 2.23 g/L en 40 h), teniendo en cuenta que 
este sustrato es un residuo y por tanto difícil de degradar, los resultados obtenidos son 
comparables con los reportados utilizando la misma cepa, Moreno & Serrato en 2004, 
que alcanzaron una concentración de biomasa máxima de 4.92 g/L utilizando 10 g/L de 
sacarosa como fuente de carbono, a pesar de ser menores que los alcanzados por 
Acosta en 2007, que logró llegar a una biomasa máxima de 9.27 g/L aumentando la 
concentración de sacarosa a 30 g/L. Ashby et al., (2011) realizó un estudio similar 
comparando el crecimiento y la producción de PHB por Pseudomonas oleovorans NRRL 
B-14682 utilizando una fermentación en lote con residuos con alto y bajo contenido de 
glicerol obteniendo 2.84 g/L y 2.54 g/L de biomasa respectivamente. En otro estudio del 
mismo grupo, esta vez con Pseudomonas corrugata 388 (Ashby et al., 2004) y utilizando 
co-productos de la producción de biodiesel alcanzaron un crecimiento celular máximo de 
2.1 g/L, lo cual indica que los resultados obtenidos hasta este punto son superiores a los 
reportados en la literatura con otras cepas, por los menos en cuanto a la producción de 
biomasa se refiere. 
 
Figura 13 Comportamiento de %OD y pH en fermentación en lote con residuo de bajo contenido de 
glicerol 
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La acumulación neta de polímero con el sustrato de bajo contenido de glicerol es superior 
a la del sustrato de alto contenido, obteniendo 2.41 g/L de PHA, esto debido a la cantidad 
de biomasa alcanzada, ya que el porcentaje de acumulación es similar con los dos tipos 
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de residuo, 63% y 61.04%. Con respecto a estudios anteriores con esta misma cepa y en 
condiciones similares Moreno & Serrato en 2004, obtuvieron 2.11 g/L de PHA con un 
promedio de porcentaje de acumulación de 42.7%, a su vez, Acosta en 2007 obtuvo 4.3 
g/L de PHA con 46.25% de acumulación, encontrando así que los porcentajes de 
acumulación obtenidos en el presente trabajo son superiores a los logrados utilizando 
sacarosa como fuente de carbono y sin aplicación de limitación de nitrógeno. Estudios 
publicados en la literatura reportan porcentajes de acumulación similares, por ejemplo 
Sun et al., (2007) reportó 26.8% (12.35 g/L de PHA) utilizando glucosa y ácido nonanóico 
como fuente de carbono. Ashby et al., (2011) obtuvo 31.49% (0.8 g/L de PHA)  y 36.61% 
(1.04 g/L de PHA) utilizando residuos con alto y bajo contenido de glicerol, igualmente en 
Ashby et al., (2004) alcanzó 42% de acumulación con Pseudomonas corrugata 388. 
Naranjo, (2010) realizó un estudio con la cepa comercial Cupriavidus necator NCIMB 
11842 utilizando glicerol industrial como fuente de carbono llegando a 55.99% de 
acumulación (8.73 g/L de PHB), lo cual indica que a pesar de que la acumulación neta no 
es suficientemente alta para pensar en un proceso de producción a mayor escala, el 
porcentaje de acumulación si es superior al reportado en la literatura. 
En cuanto al comportamiento del pH y el oxígeno disuelto durante la fermentación con 
este sustrato, se observa que el pH se mantuvo relativamente constante y cercano a 7 
durante toda la fermentación, el OD tuvo un comportamiento que difiere un poco del 
reportado en estudios anteriores ya que en la primera parte de la fermentación desciende 
rápidamente hasta llegar a un mínimo de 16.7%, punto a partir del cual empieza a 
ascender suavemente hasta volver a la concentración inicial, la diferencia en este 
ascenso comparado con los reportados en estudios anteriores como el de Moreno & 
Serrato, (2004), en donde se observa un descenso hasta cero en las primeras 5 horas y 
no vuelve a subir en ningún punto de la fermentación, está en que en este caso se utilizó 
cascada de agitación para evitar que disminuyera el oxígeno hasta niveles demasiado 
bajos que limitaran el  crecimiento microbiano.  
La fermentación en lote alimentado en este caso se realizó mediante dos estrategias de 
alimentación, una aplicando alimentación continua, en donde se adicionó la solución de 
alimentación hasta el final de la fermentación, a la velocidad determinada por la curva de 
crecimiento para extender el tiempo posible la fase exponencial y otra suministrando un 
pulso de la solución de alimentación buscando adicionar la cantidad suficiente de 
sustrato, para mantener el crecimiento hasta la hora 18. 
La solución de alimentación para la fermentación en lote con alimentación continua se 
preparó teniendo en cuenta la velocidad de alimentación, se adiciona medio con 306.7 
g/L de sustrato a partir de la novena hora de fermentación, para adicionar en total 53 g de 
sustrato por hora de alimentación. De acuerdo con lo observado en la Figura 13, en 
donde se observa el comportamiento de oxígeno durante la fermentación en lote, se 
decide comenzar con la alimentación en la hora 9, punto en el cuál el oxígeno disuelto 
deja de descender indicando disminución del crecimiento microbiano, aplicando el 
concepto de DO-stat descrita por Lee et al. en 1999, como un método para alcanzar altas 
concentraciones de biomasa. 
Con la estrategia de fermentación en lote con alimentación continua (Figura 14 y 15), se 
observó un comportamiento similar al observado en el lote en la primera etapa del 
crecimiento, es decir hasta antes de empezar la alimentación, es de resaltar que en la 
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estrategia de lote a la hora 12 el microorganismo entraba en fase estacionaria lo que 
logró ser controlado mediante la alimentación, ya que en este caso a partir del punto 
donde comienza la alimentación, si bien disminuyó la velocidad específica de crecimiento 
se logró evitar la entrada en fase estacionaria llegando a obtener 14.57 g/L de biomasa al 
final de la fermentación, la fermentación no continuó por más de 24 horas debido a la 
formación de espuma, a pesar de que a las 18 horas se suspendió la alimentación para 
intentar disminuirla. Este aumento en la producción de espuma pudo deberse al 
incremento de la concentración del sustrato en el medio, ya que después de la 
alimentación, la velocidad con que se consumió  el sustrato fue menor a la velocidad de 
alimentación, lo que indica que los cálculos hechos sobre el consumo de glicerol, 
asumiendo que este es el sustrato principal, no se ajustan a lo que realmente sucede al 
realizar el ensayo, confirmando que el glicerol no es la fuente principal de carbono y que 
el microorganismo está consumiendo  ácidos grasos presentes en este sustrato.  
El nitrógeno empezó a ser factor limitante a partir de las 12 horas, en donde ya no había 
presencia de este nutriente en el medio, encontrando así un punto de acumulación de 
PHA máximo a las 15 horas de fermentación, obteniendo 4.51 g/L del polímero con un 
porcentaje de acumulación de 56.44%, superior a 39% encontrado en las fermentaciones 
de lote alimentado con el sustrato de alto contenido de glicerol. 
 
Figura 14 Fermentación en lote con alimentación  continua con residuo de bajo contenido de glicerol 
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Figura 15 Comportamiento de %OD y pH en fermentación en lote con alimentación continua con 
residuo de bajo contenido de glicerol 
0
20
40
60
80
100
 OD
O
D
 (
%
)
0 9 18
0
1
2
3
4
5
6
7
8
 pH
p
H
 
Para evaluar la efectividad de la estrategia de alimentación se realizó otra fermentación 
por lote alimentado, esta vez suministrando únicamente un pulso de 500 mL de medio 
con  477.4 g/L del sustrato, igualmente se realizó a las 9 horas aplicando el método de 
DO-stat. 
En las figuras 16 y 17 se presentan los datos de crecimiento del microorganismo, que 
exhibe fase exponencial desde  el principio de la fermentación hasta las 9 horas, tiempo 
en el cuál se realiza el pulso de alimentación, el nitrógeno se ha agotado casi en su 
totalidad y empieza la acumulación del polímero. A partir de la alimentación, la bacteria 
disminuye su velocidad específica de crecimiento pero aumenta de 4.501 g/L a 11.106 
g/L de biomasa al final de la fermentación. La máxima acumulación de polímero se 
presentó en la hora 21 con 3.69 g/L de PHA con porcentaje de acumulación de 39.37%. 
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Figura 16 Fermentación en lote con alimentación por pulsos con residuo de bajo contenido de 
glicerol 
 
 
Figura 17 Comportamiento de %OD y pH en fermentación en lote con alimentación por pulso con 
residuo de bajo contenido de glicerol 
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En la  tabla 16 se presentan los datos cinéticos calculados para las fermentaciones 
realizadas en biorreactor, comparando los resultados obtenidos con los dos sustratos y 
con las diferentes estrategias de fermentación, se puede decir que en términos generales 
Burkholderia cenocepacia 2G-57 crece mejor en el sustrato proveniente de la planta 
BioD, esto debido a la diferencia en el contenido de ácidos grasos, ya que como se 
muestra en la figura 3, la degradación de los ácidos grasos y del glicerol se realizan por 
diferentes rutas metabólicas, teniendo en cuenta que los PHAs son sintetizados a partir 
de la polimerización del 3-hidroxiacil-CoA, intermediario de la β-oxidación (Poirier et al., 
1999) y que utilizando esta ruta, no solo se produce este intermediario sino que también 
la generación de ATP es mayor que en la ruta de degradación del glicerol. 
En cuanto a los resultados obtenidos con el residuo de alto contenido de glicerol 
(Ecodiesel), es claro que la estrategia de fermentación en lote alimentado no mejoró 
resultados de la fermentación en lote, a pesar de que en términos de productividad de 
biomasa fue mejor, la productividad del polímero fue la misma, en cuanto a los 
porcentajes de acumulación, la fermentación en lote estuvo muy cerca de doblar a los 
resultados obtenidos con la estrategia de lote alimentado. Con este residuo la estrategia 
de fermentación con mejores resultados fue la de lote, encontrando que el exceso de 
glicerol no aumentó la tasa de producción de biomasa ni el contenido de PHA. 
Tabla 16 Datos cinético de fermentaciones en biorreactor de 7L 
SUSTRATO 
Unidades 
ECODIESEL BIOD 
ESTRATEGIA DE 
FERMENTACIÓN 
LOTE 
LOTE 
ALIMENTADO 
PULSO 
LOTE 
LOTE 
ALIMENTADO 
CONTINUO 
LOTE 
ALIMENTADO 
PULSO 
Biomasa total 
final 
g/L 2.070 1.960 4.240 16.547 10.745 
PHA total final g/L 0.190 0.410 0.190 1.975 2.377 
% Acumulación 
final 
% 9.400 22.470 4.850 6.904 22.079 
Biomasa* g/L 1.350 1.650 3.940 7.991 9.430 
PHA * g/L 0.850 0.670 2.410 4.515 3.696 
% Acumulación* % 63.650 35.900 61.030 56.496 39.373 
µ Fase 
exponencial 1 
h
-1
 
0.0783 
(0-12h) 
0.214  
(0-8h) 
0.34 
(0-9h) 
0.292 
(0-9h) 
0.31 
(0-9 h) 
µ Fase 
exponencial 2 
h
-1
 
0.0785 
(24-
36h) 
0.055 
(8-28h) 
0.055 
(9-48h) 
0.08 
(9-24h) 
0.033 
(11-36h) 
YX/S gX/gS 0.516 0.621 3.559 0.883 2.044 
YPHA/X gPHA/gX 0.751 0.383 0.641 0.590 0.404 
YPHA/S gPHA/gS 0.286 0.259 1.052 0.556 0.918 
PX* g/L*h 0.056 0.070 0.477 0.689 0.298 
PPHA* g/L*h 0.029 0.028 0.089 0.301 0.176 
Tiempo de 
fermentación 
h 48 28 48 24 36 
*En el tiempo de mayor producción de polímero 
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Por otra parte, comparando las estrategias de lote y lote alimentado con el segundo tipo 
de residuo, se encontró que aplicando las diferentes estrategias de alimentación se 
mejoraron los resultados en cuanto a producción de biomasa y PHA, a pesar de que los 
porcentajes de acumulación no fueron superiores a los alcanzados con la fermentación 
en lote. La fermentación con alimentación continua presentó mejores resultados que el 
ensayo con alimentación por pulso, obteniendo porcentaje de acumulación cercano al 
obtenido con el lote, pero con una biomasa de casi 4 veces más, lo que indica que 
aplicando el método de DO-stat si se pueden alcanzar cultivos con mayor densidad 
celular y que la alimentación continua ayuda a alcanzar este objetivo. Los rendimientos 
de sustrato en biomasa y en polímero (YX/S y YPHA/S  respectivamente), son superiores a 
los reportados en estudios anteriores con esta cepa, encontrando que los rendimientos 
de sustrato en biomasa están por encima de 1, lo que indica que la bacteria no está 
utilizando únicamente el glicerol para crecer sino que simultáneamente está utilizando 
ácidos grasos presentes en el sustrato.  
Las velocidades de crecimiento en el sustrato con alto contenido de glicerol (0.07 y 0.21h-
1 en lote y lote alimentado respectivamente) fueron inferiores a las del segundo sustrato 
(0.34, 0.29 y 0.31h-1 en lote, lote con alimentación continua y por pulsos 
respectivamente), indicando así mejor adaptación al sustrato rico en ácidos grasos y bajo 
contenido de glicerol. Moreno y Serrato en 2004 reportaron velocidades de crecimiento 
de 0.42 y 0.45h-1, coincidiendo con Acosta, (2007) y Figueroa & Rodriguez, (2005) que 
encontraron velocidades de crecimiento entre 0.425 y 0.516h-1 que son superiores a lo 
alcanzado en este estudio, aunque se debe tener en cuenta que en estos estudios 
utilizaron sacarosa como fuente de carbono. 
Las productividades de biomasa, calculadas en el tiempo de mayor producción de PHA 
utilizando el sustrato de menor contenido de glicerol, fueron superiores a las reportadas 
en estudios anteriores, Moreno y Serrato, (2004), Figueroa y Rodríguez, (2005) y Acosta, 
(2007), reportaron datos de productividad de biomasa (PX) de 0.225, 0.16 y 0.52 g/L*h
  
respectivamente. En cuanto a la productividad de polímero  (PPHA) obtuvieron valores de 
0.45, 0.17 y 0.21 g/L*h  respectivamente, siendo similares a la obtenida en la 
fermentación con alimentación continua, 0.31 g/L*h, que es la misma estrategia aplicada 
en los estudios anteriormente nombrados.  
Comparando con estudios publicados utilizando glicerol o subproductos de la producción 
de biodiesel se encontró que Cavalheiro et al., (2012) en un estudio utilizando 
Cupriavidus necátor obtuvo rendimientos de sustrato en polímero (YPHA/S) entre 0.05 y 
0.11gPHA/gs y productividades (PPHA) entre 0.15 y 0.35 g/L*h, mediante estrategias de lote 
alimentado. Con la misma cepa, Naranjo (2010), reportó productividades de 0.024 y 
0.1068 g/L*h, variando las concentraciones iniciales de glicerol. Zhu, et al.,(2010), realizó 
un estudio de producción y caracterización de PHB utilizando Burkholderia cepacia ATCC 
17759, obteniendo 23.6 g/L y 7.4 g/L de biomasa y polímero respectivamente, en una 
fermentación de 200L. Con esta misma cepa, Pan et al., (2012), utilizando hidrolizado 
hemicelulósico de azúcar de maple obtuvo 8.72 g/L de polímero con un porcentaje de 
acumulación de 51.4%, resultados cercanos a los obtenidos en  este estudio con la 
fermentación de lote con alimentación continua. 
Lau et al., (2010), realizó un estudio con la cepa nativa de Burkholderia sp. USM 
(JCM15050) y la cepa modificada con el gen phaC (pha sintasa) de  Aeromonas caviae 
(phaCAc), obteniendo 3 g/L y 1.8 g/L  de biomasa y polímero con la cepa nativa 
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respectivamente y con la cepa modificada 2.6 g/L y 1.4 g/L, mediante fermentaciones con 
glicerol y ácido isocaproico como fuente de carbono. Sun et al., (2007), utilizando la cepa 
Pseudomonas putida KT2440 y mediante una estrategia de fermentación de lote 
alimentado con glucosa y ácido nonanoico, reportó rendimientos de biomasa y polímero 
de 0.83 gx/gs y 0.6 gPHA/gs, datos que son comparables con los obtenidos en el presente 
estudio. 
 
4.5 CARACTERIZACIÓN DEL POLÍMERO OBTENIDO 
El polímero obtenido de las fermentaciones en biorreactor fue caracterizado mediante la 
técnica de cromatografía de gases y DSC (calorimetría diferencial de barrido). 
 
Figura 18 Polímero obtenido 
 
 
 
La caracterización por cromatografía de gases se realizó mediante la determinación de 
metilésteres, de acuerdo con el proceso descrito en el ANEXO B. Se realizaron curvas de 
calibración con diferentes patrones, obteniendo los tiempos de retención y ecuaciones 
para cada tipo de monómero, presentados en la tabla 17. 
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Tabla 17 Calibración cromatografía de gases 
Patrón Tiempo de 
retención (min) 
Ecuación R
2
 
Hidroxibutirato (HB) 1.5                  0.97 
Hidroxivalerato (HV) 2.1                  0.93 
Hidorxioctanoato (HO) 4.8                   0.92 
Hidroxidecanoato (HD) 6.6           0.99 
Estandar interno (ácido 
benzoico) 
3.3 - - 
 
En la inyección de las muestras sintetizadas se encontró que se presentaban picos 
únicamente a los 3.3min y 1.4min, picos correspondientes al estándar interno y a Poli-β-
hidroxibutirato (PHB), lo que indica que cuando la cepa Burkholderia cenocepacia 2G-
57 utiliza residuos de la producción de biodiesel, ya sea con alto o bajo contenido de 
glicerol, únicamente acumula polímero de tipo PHB. 
Con el método de DSC se determinaron las propiedades térmicas del polímero obtenido 
en cada una de las fermentaciones de lote y lote alimentado, los análisis fueron 
realizados por el laboratorio de Ingeniería Química utilizando el calorímetro diferencial de 
barrido DSC TA Instruments. Las curvas obtenidas se presentan en el anexo E. Los 
porcentajes de cristalinidad son calculados con el método reportado por Barham et 
al.,1984, en donde las entalpía de fusión del P(3HB) de 86% de cristalinidad es 146Jg-1, y 
aplicando la fórmula reportada por Laycock et al.,2012:  
 
   
   
       
  Ecuación 3  
 
Ninguna de las muestras presentó transición vítrea en el intervalo estudiado, lo que 
indicaría que es menor a 10°C. Las temperaturas de fusión de todas las muestras 
estuvieron cercanas a las del patrón confirmando así que el polímero obtenido es 
P(3HB), las entalpias de fusión presentaron valores dispersos, entre 22.58 Jg-1 y 51.53 
Jg-1 correspondientes a las muestras de PHB obtenido por lote con los residuos de alto y 
bajo contenido de glicerol respectivamente. Como se observa en la tabla 18, los 
porcentajes de cristalinidad no presentan tendencia, aunque es necesario tener en 
cuenta que este porcentaje depende de las condiciones del proceso de cristalización, 
tales como la temperatura, el tiempo y método de secado empleado (Laycock, et al., 
2012). 
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Tabla 18 Propiedades térmicas 
Muestra 
Temperatura de 
Fusión (°C) 
Entalpia de 
Fusión (Jg
-1
) 
Cristalinidad 
(%) 
PHB patrón 163.36 55.62 32.76 
Lote Ecodiesel 166.27 22.58 13.3 
Lote alimentado por 
pulso Ecodiesel 
164.20 35.28 20.78 
Lote BioD 152.88 51.53 30.35 
Lote alimentación 
continua BioD 
168.32 44.59 26.26 
Lote alimentación 
pulsada BioD 
160.87 42.10 24.79 
Moreno & Serrato 
(2004) 
155.24 93.43 64 
Figueroa & Rodríguez 
(2005) 
168.11 74.70 51.1 
López-Cuellar. et al., 
(2010) 
170 84.7 49.89 
  
 
 5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
 
 Burkholderia cenocepacia 2G-57 fue la cepa seleccionada por su capacidad de 
utilizar los residuos de biodiesel como fuente de carbono, obteniendo mayor 
concentración de biomasa y rendimiento de sustrato en biomasa que las demás 
cepas evaluadas. 
 El sustrato proveniente de la planta BioD, con bajo contenido de glicerol y rico en 
ácido mirístico y esteárico, favoreció el desarrollo de la cepa Burkholderia 
cenocepacia 2G-57, aumentando su velocidad específica de crecimiento 26.3% 
con relación a la obtenida con las demás fuentes de carbono evaluadas. 
 No se presentó inhibición de crecimiento por sustrato con ninguno de los dos 
residuos de la producción de biodiesel evaluados en concentraciones inferiores a 
50g/L. Aunque en concentraciones superiores a 15 g/L con el sustrato de BioD, de 
alto contenido de ácidos grasos, se presentó disminución en la producción y 
acumulación del polímero. 
 Los datos obtenidos demuestran que para Burkholderia cenocepacia 2G-57 la 
limitación de nitrógeno es un factor clave en la producción del biopolímero cuando 
se utiliza glicerol como fuente de carbono, aumentando 30.56% la acumulación 
del polímero cuando se impuso la restricción de nitrógeno 
 La estrategia de fermentación con alimentación continua con el sustrato 
proveniente de BioD presentó los mejores resultados en este estudio, alcanzando 
7.99 g/L de biomasa con porcentaje de acumulación de 56.49% a las 15 horas de 
fermentación, punto en el cual se alcanzó el máximo contenido de polímero. 
 Por medio de cromatografía de gases y DSC (calorimetría diferencial de barrido) 
se determinó que el polihidroxialcanoato obtenido en todas las fermentaciones es 
polihidroxibutirato. 
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5.2 Recomendaciones 
 
 En el desarrollo de este estudio se alcanzaron porcentajes de acumulación del 
polímero altos, mostrando que la limitación de la producción en las condiciones 
evaluadas es la cantidad de biomasa final, por tanto se deben realizar estudios 
aplicando estrategias de alimentación como DO-stat y pH-stat para alcanzar 
cultivos con alta concentración celular, sin olvidar que el manejo del oxígeno 
disuelto es un factor determinante para esto. 
 El manejo de la limitación de nitrógeno fue eficiente para promover la 
acumulación de polímero pero limita el crecimiento microbiano, por esto se 
sugiere realizar estudios en donde el nutriente limitante sea diferente al nitrógeno. 
 Evaluar el crecimiento de Burkholderia cenocepacia 2G-57 con otros sustratos 
ricos en ácidos grasos especialmente de ácido mirístico y esteárico, aplicando 
estrategias de fermentación de lote alimentado, debido a que una alta 
concentración de ácidos grasos inhibe la producción de polímero con esta cepa. 
 Aplicar diferentes estrategias para el control de la espuma producida durante las 
fermentaciones realizadas en el presente estudio, y así poder aumentar el tiempo 
de fermentación a partir de las 24 horas. 
 Llevar el presente estudio a escala de 100L, especialmente la fermentación por 
lote con alimentación continua, con el sustrato de bajo contenido de glicerol, para 
evaluar la viabilidad del proceso. 
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B. Anexo: Protocolos experimentales 
 
B -1  PREPARACIÓN DEL STOCK DE TRABAJO 
Reactivos  
Glicerol 60% estéril.  
Medio TSY estéril.  
 
Materiales  
50 Crioviales con capacidad de 2 mL, estériles.  
 
 
Frascos de centrífuga o tubos tipo Falcón estériles, dependiendo de la cantidad de 
crioviales a preparar.  
 
Medio de cultivo  
                     Medio Caldo Nutritivo  
Compuesto  Concentración 
(g/l)  
Pluripeptona  5  
Extracto de carne  3 
Sacarosa  1  
Fosfato monopotasico 
KH2PO4  
1  
 
 
pH 6.9 ajustado con NaOH 3N.  
Procedimiento  
1. Preparar 370  mL de medio Caldo nutritivo.  
2. Repartir el medio preparado así:  
3. 30  mL para inóculo en un erlenmeyer de 150 mL.  
4. 270  mL para medio de fermentación en un erlenmeyer de 500  mL.  
5. 70  mL para resuspender la biomasa.  
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6. Sembrar el inóculo en cabina de flujo laminar con un criovial conservado a -
70° C en 30  mL de medio Caldo Nutritivo estéril.  
7. Incubar el inóculo durante 12 horas a 30 °C con agitación de 200 r.p.m.  
8. Sembrar el medio de fermentación con el inóculo en cabina de flujo laminar.  
9. Incubar el medio de fermentación durante 24 horas a 30°C con agitación de 
200 r.p.m.  
10. Verificar la pureza del cultivo mediante tinción de gram.  
11. Centrifugar los 300  mL del medio de fermentación durante 30 minutos a 
5000 r.p.m y 4°C.  
12. Desechar el sobrenadante.  
13. Resuspender la biomasa en 70  mL de medio Caldo nutritivo estéril.  
14. Servir 500 μl de glicerol 60% estéril en cada uno de los crioviales.  
15. Servir 500 μl de la resuspensión de células en cada uno de los crioviales.  
16. Agitar cada uno de los crioviales con vortex.  
17. Almacenar durante 30 minutos a -20°C.  
18. Almacenar a -70°C de manera permanente.  
19. Realizar control de contaminación a dos de los crioviales preparados 
mediante tinción de gram y siembra en agar nutritivo.  
 
NOTA: El medio usado en este trabajo es caldo nutritivo a diferencia del protocolo 
de Malagón (2007) en donde  usaban medio TSY  
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B-2  CURVA DE PESO SECO 
Reactivos  
Solución A: Solución salina isotónica (0.9 g de NaCl/100  mL agua destilada 
estéril).  
Solución B: Solución de biomasa en solución salina.  
 
Materiales.  
Membranas de acetato de celulosa de 0.22 μm 
Tubos tipo Falcón estériles 
Unidad de filtración al vacío disponible en el laboratorio de Microbiología 
10 balones aforados de 25  mL 
Cajas de petri 
 
Procedimiento  
1. Dejar membranas de acetato de celulosa de 0.22 μm a 60°C hasta alcanzar 
peso constante y registrar el peso (Po) 
2. Realizar la fermentación del microorganismo en caldo nutritivo o el medio 
en el que mejor crezca, por aproximadamente 24 horas bajo las mismas 
condiciones empleadas para la preparación de crioviales (el tiempo puede 
ser menor o mayor dependiendo del microorganismo).  
3. Tomar una muestra de 1 mL del caldo de fermentación y medir la 
absorbancia siguiendo el procedimiento descrito en el protocolo 4 sin hacer 
diluciones. 
4. De acuerdo con la absorbancia registrada, estimar la cantidad de solución 
salina necesaria para resuspender la biomasa y obtener una absorbancia 
de 1.  
 
Ejemplo: 
Si la biomasa obtenida del caldo de fermentación registra una absorbancia de 0.5 
a 600 nm, es necesario centrifugar la biomasa en los tubos tipo Falcón, descartar 
el sobrenadante y resuspenderla en un volumen de solución salina que sea 
aproximadamente la mitad del volumen total del caldo de fermentación. Así se 
tiene una suspensión madre de células con absorbancia igual a 1. En el caso 
contrario donde la absorbancia de la muestra del caldo de cultivo sea superior a 1, 
deberá tomarse solo una parte del cultivo, centrifugarlo y resuspender la biomasa 
en un volumen de solución salina superior al volumen del cultivo centrifugado. 
 
5. Con la suspensión madre de absorbancia 1, preparar nueve suspensiones 
celulares en balones aforados de 25 mL de diferente concentración 
utilizando volúmenes diferentes de la solución madre de biomasa y llevando 
a volumen con solución salina estéril tal como se sugiere en la siguiente 
tabla:  
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Suspensiones sugeridas para la determinación de la curva de peso seco.  
Ensayo Solución 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Solución A 0 3 6 9 12 15 18 21 25 
Solución B 25 22 19 16 13 10 7 4 0 
Volumen final 25 25 25 25 25 25 25 25 25 
 
6. Tomar 10 mL de cada una de las suspensiones anteriores y filtrarlas en las 
membranas previamente pesadas, empleando la unidad de filtración al 
vacío.  
7. Colocar las membranas en cajas de Petri a 60°C y registrar el peso en 
balanza analítica hasta que alcancen peso constante y registrar el peso (Pf). 
8. La diferencia de peso de las membranas es el peso de la biomasa seca 
contenida en 10  mL de la suspensión, por lo tanto la concentración celular 
se encuentra dividiendo dicha diferencia (Pf - Po) entre 10  mL (tener en 
cuenta las unidades) 
9. Adicionalmente, tomar 1  mL de cada una de las suspensiones anteriores y 
leer la absorbancia. 
10. Realizar una gráfica que correlacione la absorbancia y la concentración 
celular, se debe obtener una tendencia lineal con un R2 preferiblemente de 
0.99. La ecuación de la regresión permitirá tener la absorbancia (y) en 
términos de la concentración (x) y será empleada en la determinación de la 
biomasa del protocolo 4. 
 
Nota: Es importante que el medio empleado para la fermentación no presente 
precipitación de sales ni de ningún otro compuesto, ya que al momento centrifugar 
y filtrar estos quedarían retenidos en las membrana y se registraría un peso 
superior. 
  
B. Anexo Protocolos experimentales 63 
 
B-3  DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE BIOMASA 
Reactivos  
Muestra del caldo de fermentación  
Solución salina isotónica (0.9 g de NaCl/100  mL agua destilada estéril)  
 
Materiales 
Tubos eppendorf de 2  mL 
 
Procedimiento  
1. Tomar 1 mL de muestra del caldo de fermentación en un tubo eppendorf.  
2. Centrifugar a 8000 rpm durante 15 minutos.  
3. Descartar el sobrenadante 
4. Adicionar al pellet 1 mL de solución salina y resuspender la biomasa con 
ayuda de vortex.  
5. Centrifugar a 8000 rpm por 15 min.  
6. Descartar sobrenadante.  
7. Reconstituir la biomasa con 1 mL de solución salina.  
8. Leer absorbancia a 600 nm utilizando como blanco solución salina.  
9. Reemplazar la absorbancia (y) en la ecuación de peso seco del 
microorganismo y determinar así la concentración de biomasa (x). 
 
Nota 1: Si se necesita determinar también la concentración de sustratos 
remanentes en el medio de cultivo tales como azúcares o amonio, se debe 
conservar el sobrenadante que resulta de la primera centrifugación y emplearlo en 
los protocolos 5 y 8. 
 
Nota 2: Es posible que la absorbancia obtenida en el punto 8 sea superior a 1, en 
tal caso es necesario hacer una dilución de la biomasa reconstituida en el paso 7. 
En las primeras horas de fermentación una dilución de 1:2 puede ser suficiente, 
pero a medida que el microorganismo crece pueden llegar a ser necesarias 
diluciones hasta de 1:50, eso depende de que tanto crezca el microorganismo y si 
la fermentación es a nivel matraz o fermentador, por lo general a escala matraz la 
máxima dilución necesaria es de 1:10 (una dilución 1:2 se refiere a 1 volumen de 
suspensión celular + 1 volumen de solución salina, por ejemplo 500 µl de 
cuenta que el volumen final de la dilución sea suficiente para llenar la celda 
empleada para la lectura en el espectrofotómetro, actualmente se emplea 1  mL.  
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B-4   DETERMINACIÓN DE AMONIO MEDIANTE LA TÉCNICA DE 
BERTHELOT Y CURVA DE CALIBRACIÓN 
o Preparación de soluciones 
- Solución de fenol 11.1% (11.1 g de fenol/ 100  mL de etanol al 95%)  
- Solución de nitroprusiato (0.5 g de nitroprusiato/100  mL agua destilada y 
almacenar en botella ambar)  
- Citrato alcalino (adicionar 200 g citrato trisodico + 10 g de hidróxido de 
sodio en 700  mL de agua destilada y aforara a 1000  mL) 
- Hipoclorito de sodio, solución comercial al 5.25%:  
- Solución oxidante (10  mL de citrato alcalino + 2.5  mL de hipoclorito de 
sodio comercial 5.25% que se debe preparar justo antes de adicionar no se 
debe almacenar).  
- Solución madre se Sulfato de amonio 10mg/L (en agua destilada) 
 
 
Reactivos  
Solución de fenol 11.1% (11.1 g de fenol/ 100  mL de etanol al 95%)  
Solución de nitroprusiato (0.5 g de nitroprusiato/100  mL agua destilada y 
almacenar en botella ambar)  
Citrato alcalino (adicionar 200 g citrato trisodico + 10 g de hidróxido de sodio en 
700  mL de agua destilada y aforara a 1000  mL) 
Hipoclorito de sodio, solución comercial al 5.25%:  
Solución oxidante (10  mL de citrato alcalino + 2.5  mL de hipoclorito de sodio 
comercial 5.25% que se debe preparar justo antes de adicionar no se debe 
almacenar).  
Muestra del caldo de fermentación o sobrenadante 
 
Procedimiento  
1. Si ya se cuenta con el sobrenadante ir al paso 2 de lo contrario tomar 1  mL 
del caldo de fermentación en un tubo eppendorf centrifugar a 5000 rpm por 
15 min.  
2. Tomar del sobrenadante 100 μl y diluirlo en 4900 μl de agua destilada en un 
tubo de ensayo. Atención: con esto se logra una dilución 1:50 que puede 
ser insuficiente en ciertos casos, ver la nota aclaratoria al final del protocolo 
para determinar la mejor dilución. 
3. Adicionar al tubo anterior a 200 μl de fenol, 200 μl de nitroprusiato y 500 μl 
de solución oxidante.  
4. Agitar los tubos e incubar a temperatura ambiente por una hora en un lugar 
iluminado. Se debe desarrollar un color azul aguamarina cuya intensidad 
será proporcional a la concentración de amonio en la muestra. 
5. Leer a 640 nm.  
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Preparación del blanco  
 
Es la solución contra la cual se comparan las muestras, se adicionan 5000 μl de 
agua destilada a un tubo de ensayo y se continua desde el paso 4. El blanco se 
debe preparar al tiempo con las muestras para evitar errores experimentales 
adicionales. 
 
Advertencia: El fenol penetra la piel rápidamente, en particular cuando está 
líquido, causando lesiones severas que pueden ser fatales. Es corrosivo sobre los 
tejidos corporales, causando severas quemaduras químicas y debido a sus 
propiedades de anestésico local, las quemaduras cutáneas pueden ser indoloras. 
Usar siempre guantes y gafas para su manipulación y trabajar en un lugar con 
buena ventilación. 
 
Curva de calibración  
 
Para la elaboración de la curva de calibración se prepara una solución madre de 
sulfato de amonio de 10 mg/l a partir de la cual se preparan en tubos de ensayo 
las soluciones descritas en la siguiente tabla: 
 
 
 Blanco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Solución madre de 
sulfato de amonio ( 
mL) 
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2 
Agua destilada ( mL) 5 4.8 4.6 4.4 4.2 4 3.8 3.6 3.4 3.2 3 
Volumen final ( mL) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
Concentración 
(mg/l) 
0 0.4 0.8 1.2 1.6 2 2.4 2.8 3.2 3.6 4 
 
Una vez se tienen las soluciones anteriores en los tubos de ensayo, se continúa 
con el procedimiento desde el paso 4 y se grafica la absorbancia contra la 
concentración de cada muestra. Se hace la regresión lineal correspondiente y se 
obtiene así la ecuación de absorbancia (y) en términos de la concentración (x). 
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Cada vez que se preparen los reactivos hay que elaborar una nueva curva de 
calibración. La ecuación despejada para la curva obtenida con los reactivos 
actuales es:  
 
Concentración de (NH4)2SO4 (mg/l) = 0.0643 *Absorbancia + 0.0224 
 
Nota 1: El límite de detección de la técnica aquí descrita es 4 mg/l, por lo tanto 
debe procurarse que la concentración de la muestra a leer se encuentre por 
debajo de este valor, de lo contrario será necesario hacer una dilución. Dada la 
sensibilidad de la técnica, las diluciones que se deben realizar son muy altas por lo 
que es necesario emplear micropipetas calibradas que permitan tomar los 
volúmenes correctos. Adicionalmente, es importante tener en cuenta que la 
cantidad de reactivos empleada fue establecida para un volumen de muestra de 5  
mL, por lo tanto sea cual sea la dilución que se haga del sobrenadante se debe 
obtener un volumen final de 5  mL o de lo contrario ajustar los volúmenes 
requeridos de los reactivos y validarlos determinando la concentración de una 
muestra patrón cuya cantidad de sulfato de amonio es conocida. 
 
Ejemplo: 
 
Se sabe que la concentración inicial de sulfato de amonio en el medio de cultivo es 
de 1 g/l, por lo tanto es necesario diluirla por lo menos 250 veces para tener una 
muestra cuya concentración será aproximadamente 4mg/l. Se debe entonces 
tomar 0.2  mL del sobrenadante y adicionar 4.8  mL de agua destilada para 
completar un volumen de 5  mL y continuar con el procedimiento desde el paso 4. 
  
y = 0,0643x + 0,0224 
R² = 0,9936 
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0 5 10 15
A
b
so
rb
an
ci
a 
 
(NH4)2SO4 (g/L) 
Curva de calibración para determinación de 
contenido de (NH4)2SO4 
Series1
Lineal (Series1)
B. Anexo Protocolos experimentales 67 
 
B-5   DETERMINACIÓN DE GLICEROL POR HPLC 
CARACTERÍSTICAS DE LA COLUMNA 
COLUMNA DE INTERCAMBIO IÓNICO ( Columna AMINEX HPX-87H(BIORAD)) 
con detector de índice de refracción  (WATERS 410) 
PREPARACIÓN DE FASE MOVIL:   
La fase móvil es ácido sulfúrico 5mM, que debe prepararse con agua calidad 
HPLC. 
El ácido sulfúrico utilizado para preparar la fase móvil tienen las siguientes 
características: 
Peso molecular: 98g/mol = 98mg/mMol 
Densidad (δ): 1.84g/ mL= 1.84 mg/µL 
Pureza: 95.6% 
Cálculos para preparar 1L de fase móvil 
5mM H2SO4  = mMoles/1L 
mMoles= 5 
mg  H2SO4  =  5mMoles x 98mg/mMol = 490mg 
Volumen de  H2SO4  = m/δ= 490mg/ 1.84mg/µL = 278.55µL 
PARA 1L DE SOLUCIÓN DE  H2SO4  5Mm se necesitan  278.55µL 
En un balón aforado de 1L se llena hasta la mitad con agua calidad HPLC y se 
adiciona el H2SO4 por las paredes del balón, se afora hasta 1L con agua HPLC, 
posteriormente la solución se filtra al vacio y se desgasifica. 
PREPARACIÓN PATRONES 
Se preparan soluciones con glicerol industrial, este tiene una pureza del 99.7%. 
las concentraciones de trabajo son desde 0% hasta 5% 
Cálculos para convertir %W/V a g/L, teniendo en cuenta que  
  el 5% correspondería a 50g/L 
 
Cálculos para preparar 25 mL de solución de glicerol de 50g/L 
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Si para un litro de solución se  usan 50g de glicerol tenemos: 
 
 
 
Las soluciones se preparan en balón aforado de 25 mL, el glicerol se pesa ya que 
si se midiera en volumen debido a su viscosidad se introduciría un margen de 
error muy grande. La solución se realiza usando como solvente fase móvil (H2SO4  
5Mm) 
Concentraciones 
en % 
Concentraciones de 
trabajo (g/L) 
Cantidad de 
glicerol (g) 
Cantidad de 
fase móvil 
0 0 0 
Hasta 
completar el 
aforo a 25 mL 
1 10 0.25 
3 30 0.75 
5 50 1.25 
7.5 75  
10 100  
Las soluciones preparadas se filtran y desgasifican antes de inyectar. 
o CURVA DE CALIBRACIÓN 
Cada patrón previamente preparado se inyecta por triplicado. El promedio de las 
medidas del área de pico de cada concentración se grafica contra la 
concentración, obteniéndose una curva lineal y por regresión lineal se esperaría 
obtener una ecuación con R2= 0.99, en donde Y es el área de pico y X sería la 
concentración de glicerol presente en la muestra. 
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o ANÁLISIS DE GLICEROL EN MUESTRAS 
Cada muestra recolectada es filtrada y desgasificada, para su inyección, el equipo 
nos da el área de pico, sustituyendo en Y en  la ecuación de la recta obtenida en 
la calibración obtenemos la concentración de glicerol (X) presente en la muestra. 
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B-7  PRUEBA GRAVIMETRICA 
Reactivos  
Hipoclorito de sodio Comercial (5.25% p/v)  
Cloruro de metileno o cloroformo  
Alcohol industrial (80% etanol)  
Agua destilada   
  
Procedimiento  
1. Tomar 3  mL de medio de cultivo y adicionarlos en un tubo tipo Falcón. 
2. Agregar 5  mL de hipoclorito de sodio.  
3. Mantener a temperatura ambiente durante 12 horas.  
4. Centrifugar a 5000 rpm por 15 min.  
5. Descartar el sobrenadante  
6. Adicionar al pellet 2.5  mL de agua destilada y agitar en vortex  
7. Centrifugar a 5000 rpm por 15 min.  
8. Descartar el sobrenadante.  
9. Agregar 2.5  mL de alcohol industrial (80 % etanol) al pellet y agitar en 
vortex. Y centrifugar en las mismas condiciones.  
10. Descartar el sobrenadante.  
11. Adicionar 2  mL de cloruro de metileno o cloroformo y agitar vigorosamente 
en vortex.  
12. Filtrar, centrifugar o decantar para separar los restos insolubles 
13. Pasar a un vial de vidrio de previamente pesado.  
14. Dejar secar en campana de extracción a temperatura ambiente.  
15. Luego llevar a horno a 60° C hasta peso constante.  
16. Registrar el peso del vial con el polímero seco y determinar la cantidad de 
polímero acumulado.  
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B-8  CROMATOGRAFÍA DE GASES 
CARACTERIZACIÓN DE PHAs MEDIANTE LA DETERMINACIÓN DE METIL 
ÉSTERES POR CROMATOGRAFÍA DE GASES  
 
Condiciones del método cromatográfico  
 
Gas de arrastre: Helio (9 mL/min), flujo establecido a temperatura ambiente.  
Inyector: 200°C isotérmico.  
Detector (FID): Isotérmico, 200°C.  
Columna: HP 5 (30m).  
Temperatura inicial: 60°C por 1 minuto.  
Rampa de calentamiento: 15°C/min hasta 220°C, temperatura que se mantiene 
por 1 minuto.  
Volumen de inyección: 1 μl.  
 
Reactivos  
 
 Reactivos para la preparación de la solución de metanol acidificado  
 
Ácido benzóico grado cromatográfico.  
Ácido sulfúrico concentrado.  
Metanol analítico.  
 
 Reactivos empleados para la preparación de las muestras  
 
Solución de metanol acidificado  
Cloroformo analítico  
Agua destilada  
 
Procedimiento  
 Preparación de la solución de metanol acidificada  
 
En un balón aforado de 100  mL pesar 50 mg de ácido benzóico, adicionar 3  mL 
de ácido sulfúrico concentrado y llevar a volumen con metanol.  
 
Procedimiento para la obtención de muestras  
 
1. Pesar 20 mg de células liofilizadas y colocarlas en vial para alta presión.  
2. Adicionar 1  mL de solución de metanol acidificada.  
3. Adicionar 2  mL de cloroformo y agitar con ayuda de vortex.  
4. Tapar con tapón de caucho y agrafar.  
5. Agitar y poner en baño termostatado a 90°C durante 4 horas.  
6. Dejar enfriar y adicionar 1  mL de agua destilada.  
7. Agitar durante 10 minutos con ayuda de vortex.  
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8. Esperar a la formación de dos fases.  
9. Inmediatamente recoger la fase orgánica para inyectar al cromatógrafo 
evitando tomar trazas de la fase acuosa ya que esta puede dañar la 
columna.   
Nota: es necesario buscar tapones de otro material que resistan el cloroformo a 
altas temperaturas, como el teflón, porque el caucho lo absorbe durante el proceso 
lo cual puede generar un error que no ha sido determinado. Por otra parte es 
necesario asegurar un cierre hermético de los viales de lo contrario el cloroformo 
se evapora. 
 
Curva de calibración de PHB 
 
Para la curva de calibración, se emplea el estándar de PHB marca Sigma y se 
sigue el procedimiento descrito anteriormente empleando 0, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 
18 y 20 mg de polímero en lugar de células liofilizadas.  
 
Una  vez inyectadas las 10 muestras por duplicado o por triplicado en el 
cromatógrafo, se registran las áreas del estándar interno (ácido benzóico) y del 
PHB y se elabora una gráfica de la relación de dichas áreas (Área de PHB/ Área 
de ácido benzóico) contra la cantidad de polímero empleado y se hace la 
regresión lineal. 
 
La última curva elaborada se presenta a continuación. Cada vez que se cambien 
los reactivos deberá elaborarse una nueva curva. 
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B-9  DESHIDRATACIÓN DE BIOMASA 
Reactivos.  
Metanol comercial.  
Cultivo celular.  
 
Procedimiento.  
1. Centrifugar una muestra del caldo de cultivo a 5000 rpm durante 15 
minutos.  
2. Desechar el sobrenadante y adicionar metanol en relación 12 ml de metanol 
por gramo de biomasa seca.  
3. Mantener agitada la suspensión por 2 horas a temperatura ambiente y 800 
rpm de agitación.  
4. Centrifugar la mezcla a 5000 rpm durante 15 minutos. 
5. Desechar el sobrenadante y secar la biomasa a 60 ºC hasta peso 
constante.  
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B-10  RECUPERACIÓN DEL BIOPOLÍMERO CON CLORURO DE 
METILENO O CLOROFORMO. 
 
Reactivos.  
Cloroformo o cloruro de metileno.  
Metanol comercial.  
Biomasa liofilizada o deshidratada.  
 
Procedimiento.  
1. Someter las células liofilizadas o deshidratadas en una relación de 1 ml de 
cloroformo/ 4mg de biomasa.  
2. Mantener la suspensión en agitación por 2 horas a temperatura ambiente.  
3. Filtrar los restos celulares.  
4. Concentrar en rotavapor hasta lograr reducir el volumen a una décima 
parte.  
5. Precipitar el polímero mediante 10 volúmenes de metanol frió (4 ºC).  
6. Dejar decantar por 4 horas.  
7. Retira el sobrenadante (residuos de metanol) mediante filtración o 
centrifugación.  
8. Centrifugar el polímero a 5000 rpm por 30 min.  
9. Secar el polímero hasta peso constante. 
 
Advertencia: Los solventes son altamente tóxicos, emplear elementos de 
seguridad como guantes de nitrilo, gafas y máscara de gases y manipularlos en 
cabina de extracción. Así mismo los desechos de los solventes deben descartarse 
en recipientes destinados para tal fin que se encuentran en el laboratorio. 
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C. Anexo: Fichas técnicas de los 
residuos utilizados 
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D. Anexo: Datos experimentales 
 
D-1 Selección de cepas 
 
Fuente de Carbono: Glicerol USP 
Concentración de glicerol: 5 g/L 
Concentración de (NH4)2SO4 : 1.08 g/L 
CEPA S1804 
          
 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.202 0.188 0.202 0.197 0.007 5.66 4.891 4.618 5.056 0.539 
4.5 0.307 0.326 0.318 0.318 0.009 4.38 3.751 4.028 4.054 0.315 
8 0.408 0.437 0.407 0.418 0.0173 3.277 2.861 3.075 3.071 0.207 
12 0.531 0.519 0.531 0.527 0.006 1.305 1.445 1.375 1.375 0.07 
19.5 0.662 0.638 0.684 0.662 0.023 1.117 1.083 1.152 1.118 0.034 
23 0.700 0.687 0.663 0.683 0.0184 0.722 0.856 0.521 0.700 0.168 
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31 0.705 0.773 0.741 0.74 0.033 0.278 0.458 0.2 0.312 0.132 
43.75 0.710 0.771 0.748 0.743 0.03 0.093 0.021 0.02 0.044 0.041 
52 0.539 0.65 0.664 0.617 0.068 0.027 0.001 0.008 0.012 0.013 
           
           
CEPA S1407 
          
 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.002 0.004 0.001 0.003 0.001 4.433 4.338 4.527 4.433 0.094 
4.5 0.184 0.251 0.215 0.217 0.03 3.964 3.91 4.139 4.002 0.123 
8 0.3 0.467 0.423 0.396 0.086 3.233 3.121 3.371 3.24 0.125 
12 0.726 0.754 0.653 0.711 0.052 1.981 1.981 1.981 1.98 0.002 
19.5 1.043 0.873 0.878 0.931 0.096 0.533 0.642 0.583 0.586 0.055 
23 0.959 0.91 0.921 0.930 0.025 0.387 0.388 0.359 0.378 0.016 
31 1.134 1.17 0.976 1.093 0.103 0.183 0.201 0.178 0.187 0.012 
43.75 1.345 1.319 1.237 1.301 0.056 0.061 0.062 0.052 0.058 0.005 
52 0.52 0.52 0.521 0.520 0 0.013 0.013 0.016 0.015 0.002 
           
           
CEPA C16 
          
 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0 0 0 0 0 4.726 5.241 5.256 5.074 0.302 
4 0 0 0 0 0 5.129 4.655 4.409 4.731 0.366 
8 0 0 0 0 0 4.648 3.959 4.568 4.392 0.376 
18.5 0.167 0.09 0.363 0.207 0.14 3.5 3.774 3.574 3.616 0.141 
22 0.17 0.289 0.372 0.277 0.101 3.512 3.584 3.495 3.531 0.047 
26.25 0.371 0.652 0.493 0.505 0.14 2.691 3.205 3.038 2.978 0.262 
30 0.445 0.702 0.456 0.534 0.145 2.131 3.205 2.654 2.663 0.536 
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34 0.486 0.834 0.566 0.629 0.181 1.742 2.434 2.063 2.080 0.346 
42.25 1.155 0.881 1.027 1.021 0.137 2.153 1.062 1.183 1.466 0.597 
46 1.185 1.021 0.933 1.046 0.127 1.233 1.025 1.463 1.240 0.218 
50 1.209 1.063 1.021 1.098 0.098 0.85 0.802 1.287 0.980 0.267 
54.25 1.226 1.469 1.016 1.237 0.226 0.525 0.678 0.787 0.663 0.131 
59 1.277 1.337 1.133 1.249 0.104 0.175 0.197 0.520 0.297 0.193 
70 1.218 1.342 0.963 1.174 0.193 0.139 0.131 0.211 0.160 0.043 
           
           
CEPA B69 
          
 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0 0 0 0 0 5.108 5.177 5.165 5.150 0.036 
4 0 0 0 0 0 4.188 4.817 4.653 4.553 0.326 
8 0 0 0 0 0 4.84 4.786 4.383 4.670 0.249 
18.5 0.005 0 0 0.002 0.003 4.6 4.814 4.778 4.731 0.114 
22 0.028 0.016 0.016 0.020 0.007 4.591 4.659 4.707 4.652 0.058 
26.25 0.07 0.075 0.075 0.075 0.000 4.467 4.414 4.206 4.362 0.138 
30 0.105 0.112 0.112 0.109 0.003 3.998 4.038 4.029 4.022 0.021 
34 0.152 0.159 0.159 0.157 0.004 2.984 2.590 3.985 3.187 0.719 
42.25 0.243 0.299 0.299 0.28 0.032 2.615 2.088 2.608 2.437 0.302 
46 0.297 0.416 0.416 0.376 0.068 2.386 1.586 2.692 2.221 0.571 
50 0.428 0.444 0.444 0.439 0.008 1.598 1.330 1.484 1.471 0.134 
54.25 0.421 0.484 0.484 0.468 0.036 1.562 0.835 1.249 1.215 0.364 
59 0.496 0.510 0.510 0.505 0.008 1.209 0.774 1.019 1.001 0.217 
70 0.542 0.524 0.524 0.530 0.01 0.171 0.154 0.239 0.188 0.044 
           
           
CEPA 2G-57 
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BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.088 0.084 0.086 0.086 0.002 4.932 4.978 4.864 4.925 0.057 
6 0.126 0.121 0.121 0.123 0.003 4.932 4.974 4.874 4.927 0.05 
10 0.171 0.159 0.191 0.173 0.016 4.872 4.776 4.765 4.804 0.058 
14 0.224 0.227 0.226 0.226 0.001 4.244 4.187 4.287 4.240 0.05 
24 1.107 1.425 1.063 1.199 0.198 4.046 4.076 4.087 4.070 0.021 
28 2.581 2.788 2.171 2.513 0.314 3.182 3.198 3.187 3.189 0.008 
32 2.789 2.987 2.698 2.825 0.147 1.029 1.173 1.198 1.134 0.092 
48 2.89 3.077 2.776 2.915 0.151 0.967 0.987 0.873 0.942 0.061 
           
           
CEPA C14 
 
          
 NO PRESENTO CRECIMIENTO 
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Fuente de Carbono: Residuo de Oleoflores 
Concentración de sustrato: 5 g/L 
Concentración de (NH4)2SO4 : 1.08 g/L 
 
CEPA S1804 
          
 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.157 0.158 0.142 0.152 0.008 5.149 4.062 4.058 4.423 0.628 
6 0.142 0.149 0.145 0.145 0.003 4.078 3.971 4.015 4.021 0.053 
10 0.152 0.177 0.161 0.164 0.012 2.321 2.343 2.654 2.440 0.186 
24 0.175 0.178 0.179 0.177 0.002 2.564 2.032 2.564 2.387 0.307 
30 0.169 0.241 0.202 0.204 0.036 2.321 2.025 2.548 2.298 0.262 
48 0.241 0.233 0.183 0.219 0.031 1.054 1.548 1.054 1.219 0.285 
55 0.258 0.248 0.197 0.234 0.032 1.051 0.978 0.356 0.795 0.382 
           
           
CEPA S1407 
          
 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.01 0.01 0.01 0.01 0 3.883 3.729 3.125 3.579 0.4 
6 0.239 0.107 0.278 0.208 0.089 2.197 2.289 2.33 2.272 0.068 
10 1.02 0.935 0.967 0.974 0.042 0.062 0 0 0.020 0.036 
24 1.02 0.936 1.004 0.988 0.046 0.234 0 0 0.078 0.135 
30 1.094 1.011 1.068 1.058 0.042 0 0 0 0 0 
48 1.154 1.041 1.015 1.070 0.073 0 0 0 0 0 
55 0.95 1.075 1.051 1.025 0.066 0 0 0 0 0 
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CEPA C16 
          
NO PRESENTO CRECIEMIENTO         
        
CEPA 2G-57 
          
 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.055 0.057 0.054 0.056 0.001 5.424 5.184 5.358 5.322 0.123 
6 0.097 0.089 0.126 0.104 0.015 5.273 5.116 5.301 5.230 0.099 
10 0.212 0.237 0.224 0.224 0.012 5.268 5.084 5.208 5.187 0.094 
24 0.839 0.681 0.636 0.719 0.106 4.560 4.522 4.668 4.584 0.075 
30 1.338 1.196 1.117 1.217 0.112 3.394 3.432 3.335 3.387 0.048 
48 1.571 1.469 1.519 1.520 0.051 1.291 1.665 1.844 1.600 0.282 
55 1.688 1.687 1.727 1.701 0.022 0.842 0.955 1.311 1.036 0.245 
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Fuente de Carbono: Residuo de Ecodiesel 
Concentración de sustrato: 5 g/L 
Concentración de (NH4)2SO4 : 1.08 g/L 
 
CEPA S1804 
          
NO PRESENTO CRECIMIENTO 
          
CEPA S1407 
          
 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.033 0.025 0.038 0.032 0.006 2.388 2.378 2.498 2.422 0.066 
7 0.669 0.639 0.622 0.643 0.024 2.321 2.387 2.376 2.361 0.035 
11 1.166 1.035 1.107 1.102 0.065 2.175 2.187 2.287 2.216 0.061 
20 1.511 1.655 1.650 1.605 0.082 1.729 1.746 1.873 1.7834 0.078 
24 1.88 2.27 2.062 2.071 0.195 0.907 0.978 0.989 0.958 0.044 
28 2.892 2.809 2.725 2.809 0.083 0.182 0.189 0.276 0.216 0.052 
32 2.749 2.773 2.761 2.761 0.011 0.002 0.002 0.008 0.004 0.003 
36 2.056 2.047 2.051 2.051 0.004 0 0 0.002 0.001 0.001 
44 2.124 2.547 2.335 2.335 0.211 0 0 0 0 0 
48 1.809 1.969 1.889 1.889 0.08 0 0 0 0 0 
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
CEPA C16 
          
NO PRESENTO CRECIMIENTO 
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CEPA 2G-57 
          
 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.34 0.356 0.345 0.347 0.008 4.424 4.116 4.358 4.299 0.162 
8 0.448 0.446 0.446 0.446 0.001 4.273 4.184 4.32 4.253 0.061 
15 1.05 1.36 1.07 1.160 0.173 4.268 4.098 4.256 4.208 0.094 
18 2.73 2.22 2.27 2.406 0.281 4.268 4.084 4.208 4.187 0.094 
21 3 2.64 2.69 2.776 0.195 3.56 3.522 3.668 3.584 0.075 
24 3.11 3.26 3.06 3.143 0.104 2.064 2.101 2.004 2.056 0.048 
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Fuente de Carbono: Residuo de BioD 
Concentración de sustrato: 5 g/L 
Concentración de (NH4)2SO4 : 1.08 g/L
 
CEPA S1804 
          
Tiempo 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
Ensayo 
1 
Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.199 0.161 0.188 0.182 0.019 2.343 2.387 2.357 2.363 0.022 
6 0.147 0.198 0.143 0.163 0.03 2.032 2.098 2.098 2.076 0.038 
10 0.389 0.362 0.431 0.394 0.035 2.025 2.028 2.008 2.021 0.018 
14 0.585 0.567 0.551 0.568 0.017 0.581 0.588 0.598 0.589 0.008 
24 0.859 0.97 0.817 0.882 0.078 0.035 0.038 0.038 0.037 0.001 
28 1.028 1.119 1.253 1.133 0.113 0.005 0.005 0.009 0.006 0.001 
32 1.118 1.201 1.264 1.194 0.072 0 0.008 0.008 0.005 0.005 
48 0.734 0.915 0.937 0.862 0.111 0 0 0 0 0 
           
CEPA S1407 
          
Tiempo 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
Ensayo 
1 
Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.001 0.001 0.001 0.001 0.004 2.388 2.378 2.498 2.422 0.066 
6 0.059 0.091 0.189 0.113 0.068 2.320 2.387 2.376 2.361 0.035 
10 0.089 0.116 0.252 0.152 0.087 2.175 2.187 2.287 2.216 0.061 
14 0.487 0.382 0.321 0.397 0.084 1.729 1.746 1.873 1.783 0.078 
24 0.774 0.679 0.654 0.702 0.063 0.907 0.978 0.989 0.958 0.044 
28 1.102 0.838 1.008 0.983 0.133 0.182 0.189 0.276 0.216 0.052 
32 1.298 1.216 1.102 1.205 0.098 0.002 0.002 0.008 0.004 0.003 
48 1.06 1.061 1.057 1.059 0.002 0 0 0.002 0.001 0.001 
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CEPA C16 
          
Tiempo 
BIOMASA (g/L) 
 
GLICEROL (g/L) 
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
Ensayo 
1 
Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0 0 0 0 0 2.609 2.529 2.569 2.569 0.039 
6 0.058 0.032 0 0.033 0.024 2.497 2.584 2.541 2.541 0.043 
10 0.180 0.196 0 0.126 0.108 2.448 2.395 2.422 2.422 0.026 
14 0.915 0.543 0.849 0.769 0.198 2.079 2.202 2.140 2.140 0.061 
24 1.198 0.772 1.081 1.017 0.219 2.033 2.189 2.111 2.111 0.077 
28 1.185 0.845 1.195 1.075 0.199 1.935 2.112 2.024 2.024 0.088 
32 1.248 0.941 1.156 1.1155 0.157 1.905 2.095 1.988 1.996 0.095 
48 1.284 1 1.164 1.150 0.142 1.894 2.045 1.945 1.961 0.076 
           
           
           
CEPA 2G-57 
          
 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Tiempo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
Ensayo 
1 
Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.599 0.612 0.61 0.607 0.007 2.416 2.416 2.518 2.450 0.058 
6 1.284 1.168 1.192 1.215 0.061 1.888 1.888 1.974 1.916 0.049 
10 1.308 1.225 1.28 1.272 0.042 1.682 1.682 1.687 1.684 0.002 
14 2.364 1.812 1.768 1.981 0.331 1.056 1.056 1.09 1.070 0.024 
24 2.468 2.524 3.564 2.852 0.617 0.761 0.761 0.874 0.798 0.065 
28 4.292 4.264 4.175 4.243 0.061 0.615 0.619 0.795 0.676 0.103 
32 4.514 4.435 4.225 4.391 0.14 0.845 0.562 0.438 0.615 0.208 
48 4.536 4.515 4.421 4.491 0.061 0.144 0.121 0.298 0.188 0.095 
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D-2 Inhibición por sustrato 
 
Fuente de Carbono: Ecodiesel 
Concentración de (NH4)2SO4 : 1.08 g/L 
Cepa Burkholderia cenocepacia 2G-57 
 
 
o Concentración inicial de sustrato 5 g/L 
 
Tiempo (h) 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.055 0.057 0.054 0.056 0.001 5.424 5.116 5.358 5.299 0.162 
8 0.839 0.681 0.636 0.719 0.106 5.273 5.184 5.301 5.253 0.061 
12 2.727 2.49 2.33 2.517 0.198 5.268 5.084 5.208 5.187 0.094 
24 2.874 2.725 2.52 2.708 0.174 4.561 4.522 4.668 4.584 0.075 
36 3.026 2.939 3.021 2.995 0.048 2.064 2.101 2.004 2.056 0.048 
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o Concentración inicial de sustrato 15 g/L 
 
Tiempo (h) 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.03640104 0.08893202 0.02959147 0.05164151 0.03247352 12.350730 11.823010 12.142900 12.10555 0.2658367 
8 0.6239697 0.872519 0.9508291 0.8157726 0.1706587 11.982940 11.711780 11.835420 11.84338 0.1357579 
12 1.254341 2.258301 2.892529 2.135057 0.8260186 11.523890 11.019570 10.771650 11.10504 0.3833326 
24 2.907189 2.495731 3.070777 2.824566 0.2962927 10.885640 9.969624 10.109920 10.32173 0.4933748 
36 3.040496 3.082846 3.763250 3.295531 0.40561 8.763335 9.304815 8.024110 8.69742 0.6428921 
 
 
o Concentración inicial de sustrato 30 g/L 
Tiempo (h) 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio SD 
0 0.106 0.106 0.106 0.106 0 23.9 23.987 24.867 24.284 0.504 
8 0.707 0.721 0.728 0.718 0.01 23.631 23.786 23.978 23.798 0.173 
12 1.437 1.483 1.461 1.461 0.023 23.05 22.987 22.786 22.941 0.137 
24 2.412 2.441 2.477 2.443 0.032 21.881 21.976 21.654 21.837 0.165 
36 2.988 2.981 3.024 2.998 0.023 19.684 19.987 19.765 19.812 0.157 
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o Concentración inicial de sustrato 30 g/L 
 
Tiempo (h) 
BIOMASA (g/L) GLICEROL (g/L) 
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio  SD Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio S SD 
0 0.033 0.016 0.051 0.033 0.017 37.065 36.91 37.765 37.247 0.455 
8 0.844 0.644 0.913 0.801 0.139 36.647 36.801 36.06 36.502 0.391 
12 1.512 1.662 1.713 1.629 0.104 34.724 36.71 35.806 35.74 0.996 
24 2.528 2.408 2.523 2.486 0.067 32.651 35.136 35.659 34.482 1.607 
36 3.429 3.069 3.093 3.197 0.201 32.036 32.207 32.036 32.093 0.099 
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D-3  Relación C/N 
 
 
Fuente de Carbono: Ecodiesel 
Concentración de sustrato: 5 g/L 
Cepa Burkholderia cenocepacia 2G-57 
 
 
MEDIO BALANCEADO 
              
 
Biomasa (g/L) (NH4)2SO4 (g/L) Glicerol (g/L) 
Tiempo Ens 1 Ens 2 Ens 3 Prom. SD Ens 1 Ens 2 Ens 3 Prom. SD Ens 1 Ens 2 Ens 3 Prom. SD 
0.000 0.555 0.556 0.581 0.564 0.015 1.258 1.252 1.276 1.262 0.012 4.388 4.374 5.306 4.689 0.534 
3.000 0.586 0.592 0.604 0.594 0.009 1.127 1.121 1.144 1.131 0.012 5.327 4.095 4.092 4.504 0.712 
15.000 0.804 0.954 0.943 0.900 0.084 1.024 1.054 1.006 1.028 0.024 4.503 4.029 2.855 3.795 0.848 
19.000 2.285 2.818 2.736 2.613 0.287 0.953 0.856 0.995 0.935 0.072 4.261 3.699 3.211 3.724 0.526 
24.000 2.856 3.427 3.403 3.229 0.323 0.902 0.839 0.872 0.871 0.031 4.149 3.578 1.982 3.236 1.123 
27.000 2.758 3.384 3.336 3.159 0.348 0.851 0.832 0.806 0.830 0.022 3.403 3.056 1.675 2.712 0.914 
30.000 3.197 3.162 3.576 3.311 0.230 0.768 0.750 0.692 0.737 0.039 2.365 2.616 1.299 2.093 0.699 
40.000 3.653 3.115 3.381 3.383 0.269 0.751 0.686 0.640 0.692 0.056 1.876 1.835 1.541 1.751 0.183 
43.000 3.391 3.397 3.357 3.382 0.022 0.734 0.616 0.544 0.631 0.096 1.544 0.731 1.260 1.178 0.413 
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MEDIO DESBALANCEADO BAJO 
             
 
Biomasa (g/L) (NH4)2SO4 (g/L) Glicerol (g/L) 
Tiempo Ens 1 Ens 2 Ens 3 Prom. SD Ens 1 Ens 2 Ens 3 Prom. SD Ens 1 Ens 2 Ens 3 Prom. SD 
0.000 0.645 0.704 0.578 0.642 0.063 0.751 0.616 0.753 0.707 0.078 4.721 4.278 4.374 4.457 0.233 
3.000 0.756 0.755 0.713 0.741 0.024 0.740 0.423 0.544 0.569 0.160 3.368 2.774 3.496 3.213 0.386 
15.000 1.104 1.204 1.312 1.207 0.104 0.564 0.406 0.381 0.450 0.099 1.437 1.393 1.628 1.617 0.125 
19.000 3.499 3.835 3.286 3.540 0.277 0.474 0.341 0.276 0.364 0.101 1.742 1.681 1.273 1.565 0.255 
24.000 3.598 3.570 3.968 3.712 0.222 0.317 0.310 0.262 0.296 0.030 1.731 1.635 0.871 1.486 0.471 
27.000 3.219 3.864 3.166 3.417 0.388 0.295 0.249 0.261 0.268 0.024 1.717 1.202 1.932 1.413 0.375 
30.000 3.773 3.416 3.437 3.542 0.200 0.192 0.160 0.064 0.139 0.067 1.124 0.566 1.004 0.898 0.293 
40.000 3.650 3.587 3.947 3.728 0.192 0.119 0.147 0.051 0.106 0.049 0.584 0.469 0.871 0.641 0.207 
43.000 3.587 4.000 3.789 3.792 0.206 0.070 0.133 0.001 0.068 0.066 0.136 0.394 0.504 0.345 0.189 
            
 
    
MEDIO DESBALANCEADO ALTO 
             
 
Biomasa (g/L) (NH4)2SO4 (g/L) Glicerol (g/L) 
Tiempo Ens 1 Ens 2 Ens 3 Prom. SD Ens 1 Ens 2 Ens 3 Prom. SD Ens 1 Ens 2 Ens 3 Prom. SD 
0.000 0.660 0.675 0.575 0.636 0.054 0.070 0.133 0.001 0.068 0.066 3.933 4.855 4.374 4.387 0.461 
3.000 0.732 0.750 0.711 0.731 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 3.068 3.745 3.338 3.384 0.341 
15.000 1.000 1.032 1.039 1.024 0.021 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 2.924 3.524 4.236 3.562 0.657 
19.000 1.698 1.298 1.755 1.583 0.249 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 2.622 2.782 2.541 2.648 0.123 
24.000 1.072 1.456 1.034 1.187 0.234 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 2.362 2.723 2.335 2.473 0.217 
27.000 1.957 1.880 1.686 1.841 0.139 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.908 2.120 2.202 2.077 0.152 
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D-4  Fermentaciones en Biorreactor 
D-4.1 Sustrato de alto contenido de glicerol (Ecodiesel) 
 
Fermentación en Lote 
Fuente de Carbono: Ecodiesel 
Concentración de sustrato: 5 g/L 
Cepa Burkholderia cenocepacia 2G-57 
Volumen de trabajo: 5L 
 
 
BIOMASA (g/L) NITRÓGENO (g/L) GLICEROL (g/L) PHA (g/L) %PHA 
Tiempo (h) Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD 
0 0.222 0.296 0.259 0.052 1.027 1.365 1.196 0.240 4.689 5.092 4.891 0.285 0.040 0.030 0.035 0.007 18.001 10.130 14.066 2.783 
3 0.261 0.504 0.383 0.172 0.658 0.790 0.724 0.093 4.561 5.094 4.828 0.377 0.040 0.030 0.035 0.007 15.319 5.949 10.634 3.313 
6 0.386 0.568 0.477 0.129 0.608 0.727 0.667 0.084 4.174 4.856 4.515 0.482 0.040 0.050 0.045 0.007 10.373 8.810 9.591 0.552 
9 0.519 0.599 0.559 0.056 0.313 0.631 0.472 0.225 3.950 3.614 3.782 0.237 0.070 0.090 0.080 0.014 13.490 15.033 14.262 0.546 
12 0.574 0.750 0.662 0.125 0.207 0.493 0.350 0.202 3.370 3.456 3.413 0.061 0.100 0.070 0.085 0.021 17.426 9.328 13.377 2.863 
16 0.637 0.831 0.734 0.137 0.048 0.259 0.153 0.149 3.097 3.426 3.262 0.233 0.160 0.110 0.135 0.035 25.114 13.234 19.174 4.200 
24 0.682 1.010 0.846 0.232 0.007 0.231 0.119 0.159 3.027 3.238 3.133 0.150 0.260 0.130 0.195 0.092 38.131 12.869 25.500 8.932 
27 0.892 1.124 1.008 0.164 0.000 0.157 0.078 0.111 2.640 2.368 2.504 0.192 0.300 0.330 0.315 0.021 33.626 29.372 31.499 1.504 
30 1.057 1.645 1.351 0.416 0.000 0.095 0.047 0.067 2.150 1.896 2.023 0.180 0.690 1.020 0.855 0.233 65.310 61.991 63.650 1.174 
33 1.169 2.103 1.636 0.660 0.000 0.030 0.015 0.021 1.975 1.693 1.834 0.199 0.590 0.800 0.695 0.148 50.482 38.048 44.265 4.396 
36 1.974 2.300 2.137 0.231 0.000 0.000 0.000 0.000 1.784 1.403 1.593 0.270 0.300 0.600 0.450 0.212 15.200 26.086 20.643 3.849 
40 2.252 2.213 2.232 0.028 0.000 0.000 0.000 0.000 1.199 0.931 1.065 0.189 0.280 0.300 0.290 0.014 12.434 13.559 12.996 0.398 
48 2.016 2.130 2.073 0.081 0.000 0.000 0.000 0.000 0.284 0.370 0.327 0.060 0.220 0.170 0.195 0.035 10.915 7.982 9.448 1.037 
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OD 
   
pH 
Tiempo (h) Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio SD 
0 98.4 89.3 93.9 6.4 6.7 7.1 6.9 0.3 
3 23.4 25.6 24.5 1.6 6.6 7.0 6.8 0.3 
6 19.2 28.3 23.8 6.4 6.5 7.1 6.8 0.4 
9 36.4 41.4 38.9 3.5 6.5 7.1 6.8 0.4 
12 42.2 58.2 50.2 11.3 6.7 7.0 6.8 0.2 
16 51.9 75.0 63.5 16.3 6.4 7.0 6.7 0.4 
24 78.2 72.8 75.5 3.8 6.6 6.7 6.6 0.1 
27 72.0 71.9 72.0 0.1 6.6 6.6 6.6 0.0 
30 75.6 70.3 73.0 3.7 6.9 7.0 6.9 0.1 
33 84.2 74.2 79.2 7.1 7.0 6.8 6.9 0.1 
36 85.6 76.3 81.0 6.6 7.0 6.9 6.9 0.1 
40 92.1 86.9 89.5 3.7 6.9 6.8 6.9 0.1 
48 93.6 92.0 92.8 1.1 6.9 7.0 7.0 0.1 
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Fermentación en Lote Alimentado 
Fuente de Carbono: Ecodiesel 
Concentración de sustrato: 5 g/L 
Cepa Burkholderia cenocepacia 2G-57 
 
 
BIOMASA (g/L) NITROGENO (g/L) GLICEROL (g/L) PHA (g/L) %PHA 
Tiempo (h) Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD 
0 0.115 0.118 0.116 0.002 0.653 0.513 0.583 0.098 5.084 4.597 4.841 0.345 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
4 0.213 0.187 0.200 0.018 0.337 0.356 0.347 0.014 3.752 2.159 2.955 1.127 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
8 0.677 0.618 0.647 0.042 0.192 0.235 0.213 0.030 2.792 2.152 2.472 0.452 0.059 0.001 0.030 0.042 8.771 0.098 4.434 6.133 
12 1.108 1.003 1.056 0.074 0.061 0.085 0.073 0.017 6.241 6.331 6.286 0.063 0.226 0.019 0.122 0.147 20.426 1.847 11.137 13.137 
16 1.411 1.054 1.233 0.252 0.026 0.056 0.073 0.021 6.372 5.163 5.767 0.855 0.414 0.293 0.353 0.086 29.343 27.751 28.547 1.126 
20 1.676 1.100 1.388 0.408 0.000 0.003 0.041 0.002 5.953 6.059 6.006 0.075 0.588 0.481 0.534 0.076 35.075 43.708 39.392 6.104 
24 2.074 1.655 1.864 0.296 0.000 0.000 0.001 0.002 6.045 6.089 6.067 0.031 0.741 0.598 0.669 0.101 35.725 36.142 35.934 0.295 
28 2.100 1.833 1.967 0.189 0.000 0.000 0.000 0.000 5.630 5.721 5.675 0.064 0.121 0.718 0.420 0.423 5.754 39.187 22.470 23.640 
 
  OD pH 
Tiempo (h) Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio SD 
0 96.400 99.300 97.850 2.051 6.720 7.100 6.910 0.269 
4 23.600 26.500 25.050 2.051 6.600 7.020 6.810 0.297 
8 18.900 25.700 22.300 4.808 6.500 7.130 6.815 0.445 
12 34.600 48.700 41.650 9.970 6.500 7.050 6.775 0.389 
16 51.900 51.600 51.750 0.212 6.650 6.980 6.815 0.233 
20 56.800 65.800 61.300 6.364 6.380 6.950 6.665 0.403 
24 88.300 78.000 83.150 7.283 6.560 6.680 6.620 0.085 
28 92.500 89.600 91.050 2.051 6.600 6.620 6.610 0.014 
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D-4.2  Sustrato de bajo contenido de glicerol (BioD) 
 
Fermentación en Lote 
Fuente de Carbono: BioD 
Concentración de sustrato: 15 g/L 
Cepa Burkholderia cenocepacia 2G-57 
Volumen de trabajo: 5L 
 
 
BIOMASA (g/L) NITROGENO (g/L) GLICEROL (g/L) PHA (g/L) %PHA 
Tiempo 
(h) 
Ens. 
1 
Ens. 
2 
Prom. SD 
Ens. 
1 
Ens. 
2 
Prom. SD 
Ens. 
1 
Ens. 
2 
Prom. SD 
Ens. 
1 
Ens. 
2 
Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD 
0 0.190 0.189 0.190 0.001 1.924 1.468 1.696 0.323 2.231 2.353 2.292 0.086 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
3 0.436 0.364 0.400 0.051 1.706 1.270 1.488 0.308 2.178 2.104 2.141 0.052 0.008 0.005 0.006 0.002 1.721 1.320 1.520 0.284 
6 0.813 0.669 0.741 0.101 1.504 1.764 1.634 0.184 1.955 1.957 1.956 0.001 0.017 0.040 0.029 0.016 2.092 5.977 4.035 2.747 
9 4.075 4.217 4.146 0.100 1.355 0.994 1.174 0.256 1.672 1.751 1.712 0.056 1.450 1.910 1.680 0.325 35.579 45.298 40.439 6.873 
12 5.554 5.899 5.727 0.244 0.680 0.699 0.689 0.014 0.594 0.877 0.736 0.200 1.550 1.020 1.285 0.375 27.907 17.290 22.599 7.508 
16 5.535 4.197 4.866 0.946 0.620 0.689 0.654 0.049 0.009 0.005 0.007 0.003 1.230 1.350 1.290 0.085 22.224 32.165 27.195 7.030 
24 4.367 3.511 3.939 0.605 0.527 0.629 0.578 0.072 0.000 0.000 0.000 0.000 1.360 1.810 1.585 0.318 31.141 51.549 41.345 14.431 
27 4.426 3.472 3.949 0.674 0.514 0.621 0.568 0.075 0.000 0.000 0.000 0.000 2.700 2.120 2.410 0.410 61.008 61.054 61.031 0.033 
30 4.747 3.686 4.217 0.750 0.506 0.608 0.557 0.072 0.000 0.000 0.000 0.000 1.680 1.710 1.695 0.021 35.393 46.388 40.890 7.774 
33 4.795 3.511 4.153 0.908 0.493 0.500 0.496 0.005 0.000 0.000 0.000 0.000 1.004 1.450 1.227 0.315 20.937 41.296 31.117 14.396 
36 4.800 3.735 4.268 0.753 0.485 0.449 0.467 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000 1.040 1.990 1.515 0.672 21.666 53.280 37.473 22.355 
40 4.825 3.677 4.251 0.812 0.457 0.399 0.428 0.041 0.000 0.000 0.000 0.000 0.530 0.386 0.458 0.102 10.986 10.499 10.742 0.344 
48 4.815 3.672 4.243 0.808 0.046 0.095 0.070 0.034 0.000 0.000 0.000 0.000 0.120 0.265 0.193 0.103 2.492 7.217 4.855 3.341 
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  OD       pH 
Tiempo (h) Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio SD 
0 96.40 99.60 98.00 2.26 6.51 6.76 6.64 0.18 
3 52.90 53.80 43.40 0.64 6.68 6.71 6.70 0.02 
6 16.90 13.20 15.05 2.62 6.91 6.69 6.80 0.16 
9 14.90 12.40 16.70 1.77 6.57 6.25 6.41 0.23 
12 19.90 27.30 23.60 5.23 6.74 6.78 6.76 0.03 
16 46.20 30.50 38.35 11.10 6.84 6.69 6.77 0.11 
24 60.20 49.80 55.00 7.35 6.86 6.61 6.74 0.18 
27 59.30 47.90 53.60 8.06 6.87 6.62 6.75 0.18 
30 62.10 56.40 59.25 4.03 6.88 6.61 6.75 0.19 
33 69.00 65.40 67.20 2.55 6.88 6.75 6.82 0.09 
36 80.30 76.70 78.50 2.55 6.81 6.69 6.75 0.08 
40 86.90 80.50 83.70 4.53 6.91 6.90 6.91 0.01 
48 92.00 89.50 90.75 1.77 6.90 6.92 6.91 0.01 
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Fermentación en Lote con alimentación continua 
Fuente de Carbono: BioD 
Concentración de sustrato: 15 g/L 
Cepa Burkholderia cenocepacia 2G-57 
Volumen de trabajo: 5L 
Volumen inicia: 3.5L 
 
 
BIOMASA (g/L) NITRÓGENO (g/L) GLICEROL (g/L) PHA (g/L) %PHA 
Tiempo (h) Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD 
0 0.324 0.360 0.342 0.025 1.653 1.491 1.572 0.115 2.332 2.533 2.433 0.142 0.003 0.002 0.002 0.000 0.771 0.638 0.705 0.094 
3 0.483 0.506 0.495 0.017 1.496 1.328 1.412 0.119 1.756 2.037 1.897 0.199 0.002 0.004 0.003 0.001 0.476 0.770 0.623 0.208 
6 1.600 1.979 1.789 0.268 1.362 1.319 1.340 0.030 2.071 1.567 1.819 0.356 0.079 0.139 0.109 0.042 4.938 7.024 5.981 1.475 
9 4.109 5.535 4.822 1.008 0.754 0.436 0.595 0.225 1.506 1.051 1.278 0.322 1.340 1.800 1.570 0.325 32.607 32.522 32.565 0.060 
12 5.423 7.130 6.276 1.207 0.055 0.035 0.045 0.014 9.318 8.655 8.986 0.469 2.800 1.910 2.355 0.629 51.634 26.788 39.211 17.569 
15 7.086 8.896 7.991 1.279 0.000 0.000 0.000 0.000 16.576 15.322 15.949 0.887 4.000 5.030 4.515 0.728 56.447 56.544 56.496 0.069 
18 9.144 9.470 9.307 0.230 0.000 0.000 0.000 0.000 25.038 26.217 25.627 0.833 1.420 3.020 2.220 1.131 15.530 31.892 23.711 11.569 
21 11.945 12.485 12.215 0.382 0.000 0.000 0.000 0.000 25.566 26.547 26.056 0.693 1.800 2.050 1.925 0.177 15.069 16.419 15.744 0.955 
24 16.984 16.109 16.547 0.619 0.000 0.000 0.000 0.000 25.830 26.546 26.188 0.506 1.220 2.730 1.975 1.068 7.183 16.947 12.065 6.904 
 
  OD       pH 
Tiempo (h) Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio SD 
0 96.3 95.6 95.95 0.495 7.06 7.05 7.055 0.007 
3 83.9 89.3 86.6 3.818 7.01 6.94 6.975 0.049 
6 23.2 29.9 26.55 4.738 6.98 6.68 6.83 0.212 
9 19.1 38.9 29 14.001 6.48 6.29 6.385 0.134 
12 21.5 40.3 30.9 13.294 6.74 6.70 6.72 0.028 
15 41.0 30.9 35.95 7.142 6.89 7.14 7.015 0.177 
18 40.8 32.1 36.45 6.152 6.90 7.24 7.07 0.240 
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21 39.9 41.3 40.6 0.990 7.01 7.15 7.08 0.099 
24 39.4 66.2 52.8 18.950 7.12 6.96 7.04 0.113 
 
Fermentación en Lote con alimentación por pulso 
Fuente de Carbono: BioD 
Concentración de sustrato: 15 g/L 
Cepa Burkholderia cenocepacia 2G-57 
Volumen de trabajo: 5L 
Volumen inicial: 3.5L 
 
 
BIOMASA (g/L) NITRÓGENO (g/L) GLICEROL (g/L) PHA (g/L) %PHA 
Tiempo (h) Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD Ens. 1 Ens. 2 Prom. SD 
0 0.246 0.325 0.285 0.056 1.272 1.025 1.148 0.174 4.312 3.892 4.102 0.297 0.004 0.000 0.002 0.003 1.710 0.000 0.855 1.209 
9 4.027 5.002 4.514 0.690 0.928 0.812 0.870 0.082 1.895 0.985 1.440 0.644 0.005 0.005 0.005 0.000 0.129 0.100 0.115 0.021 
11 4.071 5.456 4.763 0.980 0.273 0.202 0.237 0.051 13.576 13.548 13.562 0.020 0.580 0.097 0.339 0.341 14.249 1.786 8.017 8.812 
13 7.159 8.215 7.687 0.747 0.145 0.189 0.167 0.032 13.390 12.879 13.134 0.361 0.980 0.842 0.911 0.098 13.689 10.244 11.966 2.436 
15 7.422 8.549 7.985 0.797 0.040 0.095 0.067 0.039 13.220 12.645 12.933 0.407 1.300 1.255 1.277 0.032 17.516 14.677 16.096 2.008 
17 7.699 8.951 8.325 0.885 0.000 0.056 0.028 0.040 13.156 11.873 12.515 0.908 1.270 1.386 1.328 0.082 16.495 15.484 15.990 0.715 
19 8.497 9.552 9.024 0.746 0.000 0.000 0.000 0.000 12.796 11.856 12.326 0.664 3.260 2.985 3.123 0.194 38.367 31.250 34.809 5.033 
21 8.871 9.989 9.430 0.790 0.000 0.000 0.000 0.000 12.662 11.741 12.202 0.651 3.770 3.621 3.696 0.105 42.496 36.250 39.373 4.417 
24 9.995 10.852 10.423 0.606 0.000 0.000 0.000 0.000 12.546 10.546 11.546 1.414 2.740 3.050 2.895 0.219 27.414 28.105 27.760 0.489 
36 10.535 10.956 10.745 0.298 0.000 0.000 0.000 0.000 12.318 9.895 11.107 1.714 2.100 2.654 2.377 0.392 19.934 24.224 22.079 3.034 
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OD 
   
pH 
Tiempo (h) Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio SD Ensayo 1 Ensayo 2 Promedio SD 
0 96.4 97.2 96.80 0.57 7.24 7.02 7.13 0.16 
9 17.4 15.6 16.50 1.27 6.28 6.35 6.32 0.05 
11 23.3 19.8 21.55 2.47 6.99 6.84 6.92 0.11 
13 18.4 20.6 19.50 1.56 6.83 6.75 6.79 0.06 
15 19.3 19.8 19.55 0.35 6.54 6.32 6.43 0.16 
17 18.4 17.5 17.95 0.64 6.68 6.92 6.80 0.17 
19 22.6 19.6 21.10 2.12 6.98 6.73 6.86 0.18 
21 31.8 33.1 32.45 0.92 6.63 6.51 6.57 0.08 
24 45.2 39.5 42.35 4.03 6.71 6.67 6.69 0.03 
36 48.2 45.2 46.70 2.12 6.92 6.53 6.73 0.28 
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E. Anexo: Termogramas 
 
 
 
DSC 1 Patrón comercial de P(3HB) 
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DSC 2 Fermentación en lote con residuo de bajo contenido de glicerol 
 
 
DSC 3 Fermentación en lote con alimentación continúa con residuo de bajo contenido de glicerol
 
Anexo E. Termogramas 109 
 
 
DSC 4 Fermentación en lote con alimentación por pulso con residuo de bajo contenido de glicerol 
 
 
DSC 5 Fermentación en lote con residuo de alto contenido de glicerol
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DSC 6 Fermentación en lote con alimentación por pulso con residuo de bajo contenido de glicerol 
 
 F. Anexo: Curvas de calibración GC 
F-1  Patrón PHB 
 
 
F-2  Patrón Copoliméro (HB-HV) 
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F-4  Patrón ácido (+/-)-3-hidroxioctanoico 
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